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DESCRIPCION

Tension del reticulo endoplasmico como herramienta de prediccion en la terapia del cancer y una terapia combinada
para el tratamiento del cancer

CAMPO TECNOLOGICO

La presente divulgacion se refiere a la terapia combinada y a los kits terapéuticos para su uso en el tratamiento de
pacientes con cancer.

TECNICA ANTECEDENTE

A continuacion se enumeran las referencias que se consideran relevantes como antecedentes del objeto
actualmente divulgado:

[1] Mehta, S. et al., 2010, Therapeutic Advances in Medical Oncology 2(2): 125-148.
[2] Lee, A. S. 2007, Cancer Research 67(8): 3496-3499.

[3] Zheng, Y. Z. et al., 2014, Breast Cancer Research and Treatment 145: 349-358.
[4] Sato, M. et al., 2010, Advances in Genetics 69: 97-114.

[5] Han, K.S. et al., 2015, Oncotarget 6:34818-30.

[6] WO 2008/042508.

[7] US 2009/0181472.

[8] WO 02/082076.

[9] WO 02/077176.

[10] WO 2006/046239.

[11] WO 2007/122622

[12] WO 2007/091240.

[13] WO 2008/075349.

[14] Sandler, U. et al., 2010, Recent advances in clinical medicine, ISSN: 1790-5125.
[15] Sandler, U. et al., 2010, J Experimental Therapeutics and Oncology 8:327-339.
[16] WO 2015/083167.

[17] Eisenhauer, E. A. et al., 2009, European Journal of Cancer 45: 228-247.

El reconocimiento de las referencias anteriores en el presente documeneto no debe inferirse en el sentido de que
éstas sean de algun modo relevantes para la patentabilidad del objeto actualmente divulgado.

ANTECEDENTES

Los avances tecnoldgicos aumentaron en gran medida la comprension de las bases moleculares de la progresion
tumoral y hasta la fecha se han identificado numerosos biomarcadores tumorales y de respuesta al tratamiento (1).

Estos marcadores pueden dividirse generalmente en dos tipos, siendo los marcadores de pronodstico que tienen como
objetivo evaluar objetivamente el resultado global del paciente, tal como la probabilidad de recurrencia del cancer
después del tratamiento estandar y los marcadores predictivos que tienen como objetivo evaluar la probabilidad de
beneficio de una intervencion clinica especifica (1).

Entre los marcadores celulares implicados en el desarrollo y el pronéstico del cancer se encuentra la proteina regulada
por la glucosa GRP78, también denominada BiP (proteina de inmunoglobulina de unién), que reside principalmente
en el reticulo endoplasmico (RE). La GRP78, que pertenece a la familia de proteinas HSP70, facilita el correcto
plegamiento de las proteinas, evita que los intermedios se agreguen y dirige las proteinas mal plegadas a la
degradacion del proteasoma. Ademas, GRP78 sirve como regulador de la sefializacion de la tension del RE. La GRP78
promueve la proliferacién tumoral, la supervivencia, la metastasis y la resistencia a una amplia variedad de terapias y,
por tanto, la expresion del GRP78 puede servir como biomarcador del comportamiento tumoral y de la respuesta al
tratamiento (2).

En consonancia con lo anterior, las células cancerosas se adaptan a la tension cronica del entorno tumoral induciendo
la expresion de GRP78 (2), que funciona como un potente factor antiapoptético y confiere resistencia a los farmacos
(3). De hecho, se ha demostrado que la presencia de autoanticuerpos contra la GRP78 en el suero de los pacientes
con cancer se asocia generalmente con un mal pronéstico (4). La regulacion de GRP78/BiP tras la terapia
antiangiogénica se ha demostrado en multiples estudios. Por ejemplo, Han et al. (5), mostraron que el tratamiento con
sunitinib indujo hipoxia en los xenoinjertos de Caki-1 que fue seguida por una elevada expresion de GRP78/BiP en el
grupo tratado en comparacién con el grupo de control.

Por lo tanto, la GRP78 se propuso como marcador para diversas condiciones, entre ofras cosas para determinar si un
sujeto con cancer esta en riesgo de desarrollar resistencia a la terapia hormonal (6), como marcador de prondstico
para evaluar el grado del tumor en el caso del cancer de cabeza y cuello (7) o como marcador tumoral de diversos
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canceres (8, 9). Sin embargo, aun no esta claro el mecanismo por el que GRP78 actua durante la progresion del
cancer o el tratamiento del cancer.

Se identificod previamente un péptido denominado "T101" que esta codificado por un ADNc Unico para el timo humano.
Este péptido, asi como los derivados del mismo, fueron implicados, entre otras cosas , para el tratamiento del cancer
a través del papel de T101 como estimulador del sistema inmunitario (WO 2006/046239, 10). El documento WO
2006/046239 demuestra que T101 es capaz de estimular el sistema inmunitario y de reducir el tamafio del tumor, lo
que sugiere que el péptido afecta a la proliferacion de las células cancerosas. El documento WO 2006/046239 también
sugiere un papel inmunolégico para T101, por ejemplo, en la proteccion de los pacientes durante el curso de la
quimioterapia estandar.

El tratamiento del cancer mediante el uso de T101 también se sugirié en el documento WO 2007/122622 (11), que
demuestra, entre ofras cosas, el efecto de T101 en el desarrollo de diversos tipos de tumores. El péptido T101 también
fue descrito en el documento WO 2007/091240 (12), relativo al tratamiento de enfermedades inmunoldgicas y en el
documento WO 2008/075349 (13), asi como en las publicaciones de Sandler et al. (14 y 15), relativas al tratamiento o
la prevencion de una enfermedad que afecta a una célula que tiene un receptor T1/ST2.

Ademas, se ha informado de que un derivado peptidico de T101, denominado "Nerofe", disminuye la secrecion de
proteinas que se sabe que estan asociadas a la metastasis del cancer por parte de las células cancerosas y que inhibe
directamente la migracion de las células cancerosas in vitro. Ademas, se demostrd que el péptido afecta al nivel sérico
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en pacientes con cancer (WO 2015/083167, 16), y se sugirié su
uso en un procedimiento de prevencion o tratamiento de la metastasis del cancer.

DESCRIPCION GENERAL
La invencion se expone en el juego de reivindicaciones adjunto.

Un primer aspecto de la invencion se refiere a una terapia de combinacion que comprende un agente anticanceroso y
un péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o una sal
farmacéuticamente aceptable del péptido aislado para su uso en un procedimiento de tratamiento del cancer.

Mas especificamente, el agente anticanceroso se selecciona de Taxol doxorrubicina.
En algunas realizaciones, el agente anticanceroso es Taxol.
En otras realizaciones, el agente anticanceroso es la doxorrubicina.

En ciertas realizaciones, el péptido aislado y el agente anticanceroso se administran de forma concomitante o
consecutiva.

En algunas realizaciones, el cancer es n cancer de pancreas, cancer de ovario, neoplasia de células fusiformes de
origen neural, neoplasia de células fusiformes, cancer colorrectal metastasico, cancer de colon, cancer colorrectal,
adenocarcinoma de colon, cancer de recto, adenocarcinoma de recto, cancer de pulmoén, carcinoma de pulmoén de
células no pequefias, neoplasia de medula espinal, cancer de mama, cancer de piel, cancer renal, mieloma multiple,
cancer de tiroides, cancer de prostata, adenocarcinoma, cancer de cabeza y cuello, cancer gastrointestinal, cancer de
estébmago, cancer del intestino delgado, carcinoma hepatico, cancer de higado o neoplasias del tracto genital
femenino.

En algunas realizaciones, el péptido aislado consiste en la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, el péptido aislado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra: a) a una
dosis de 5 mg/m? a 100 mg/m?, y/o b) a una frecuencia de una, dos o tres veces por semana.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit terapéutico que comprende: (a) un agente anticancerigeno
seleccionado de Taxol y doxorrubicina; y (b) un péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos denotada
por SEQ ID NO. 1 o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado. En algunas realizaciones el agente
anticanceroso es Taxol.

En otras realizaciones, el agente anticanceroso es la doxorrubicina.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Para comprender mejor el objeto que se divulga en el presente documento y para ejemplificar cémo puede llevarse a

cabo en la practica, a continuacion, se describiran realizaciones, a modo de ejemplo no limitativo inicamente, con
referencia a los dibujos adjuntos, en los que:
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La Fig. 1 es un sumario de la aleatorizacion y asignacion de los pacientes, mostrando el nimero de pacientes
y la asignacioén a una cohorte especifica, asi como la dosificacion utilizada en el estudio.

La Fig. 2A - Fig. 2B son micrografias de una biopsia tomada de un paciente designado 002-006 que sufre
una neoplasia de la médula espinal. La Fig. 2A describe la tincion de la proteina inmunoglobulina de unién
(BiP) de una biopsia obtenida del paciente antes de recibir dTCApF y la Fig. 2B describe la tincion de BiP de
una biopsia obtenida después de 11 meses de tratamiento con dTCApF. El anticuerpo utilizado para la tinciéon
fue un anticuerpo anti-BiP (Abcam).

La Fig. 3 es un gréafico que muestra la correlacion entre el cambio en el nivel sérico de la BiP del marcador
de tension del RE y la dosis de dTCApF.

La Fig. 4 es un grafico que muestra la correlacion entre el cambio en el nivel sérico de la BiP del marcador
de tension del RE y el cambio en el tamafio del tumor.

La Fig. 5 es un grafico que muestra el numero de dias de participacion en el ensayo clinico de los pacientes
de acuerdo con su expresion T1/ST2.

La Fig. 6 es un grafico que muestra la correlacion entre el cambio en el nivel sérico de la BiP del marcador
de tension del RE y el cambio en el tamafio del tumor para las poblaciones negativas a ST2 y positivas a
ST2.

La Fig. 7 es un grafico que muestra las concentraciones séricas de dTCApF a lo largo del tiempo por grupos
de dosis. Las barras de error representan la DE.

La Fig. 8 es un grafico que muestra la correlacion entre los cambios en el tamafio del tumor y la dosis
administrada de dTCApF.

Las Fig. 9A - Fig. 9D son imagenes de inmunocitoquimica que utilizan un anticuerpo dirigido a p-cop de
células OV90 de control (Fig. 9A), de células OV90 tratadas con el péptido dTCApF como se indica
(Fig. 9B), de células OV90 inactivas(KO) de control (Fig. 9C) y de células OV90 inactivas (KO) tratadas con
el péptido dTCApF como se indica (Fig. 9D).

Las Fig. 10A - Fig. 10D son imagenes de inmunocitoquimica que utilizan un anticuerpo dirigido a GRP78 BiP
de células OV90 de control (Fig. 10A), de células OV90 tratadas con el péptido dTCApF como se indica (Fig.
10B), de células OV90 inactivas (KO) de control( Fig. 10C) y de células OV90 inactivas (KO) tratadas con el
péptido dTCApF como se indica (Fig. 10D).

Las Fig.11A - Fig. 11B son gréficos de barras que muestran el nivel de CRT en suero en los pacientes
tratados con dTCApF al final del tratamiento (Fig. 11A) y el cambio en el nivel de CRT en los pacientes
tratados con dTCApF (Fig. 11B).

La Fig. 12 es un grafico que muestra la activacion de las células asesinas naturales (células NK) en presencia
de dTCApF.

Las Fig. 13A - Fig. 13B son graficos de barras que muestran el nivel de incorporacion de BrdU en células de
cancer de ovario humano (Fig. 13A) y células de cancer de pancreas humano(Fig. 13B) en presencia de
Taxol (2 nM 0 4 nM), dTCApF (25 ug/ml) o una combinacion de los mismos (dTCApF a 25 ug/ml y Taxol a 2
04 nM).

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES

La presente divulgacion se basa en el sorprendente hallazgo de que el tratamiento con el péptido denominado en el
presente documento dTCApF (o Nerofe), que tiene la secuencia de aminoacidos todo D de Trp Trp Thr Phe Leu Pro
Ser Thr Leu Trp Glu Arg Lys (denotado por SEQ ID NO: 1) aumento la tensién del reticulo endoplasmico (RE) en una
variedad de canceres, como lo demuestra el aumento del nivel de expresién de la proteina de inmunoglobulina de
union al marcador de tension del RE (BiP). Sorprendentemente, el aumento observado en la BiP del marcador de
tension del RE se correlaciond con una inhibicién del crecimiento tumoral en los pacientes tratados con dTCApF, como
demostré la disminucion del tamario del tumor al final del periodo de tratamiento.

Asi, entre otras cosas , la presente divulgacién muestra que un marcador de tension del RE, por ejemplo, BiP, puede
utilizarse como biomarcador para evaluar el efecto del tratamiento con el péptido dTCApF en pacientes con cancer.

Como se indicé anteriormente, la presente divulgacién se basa en el sorprendente hallazgo de que el tratamiento con
el péptido dTCApF (denotado por SEQ ID NO: 1) aumenté la tension en el reticulo endoplasmico (RE) en los tumores
obtenidos de una variedad de pacientes con cancer, en correlacion con la respuesta positiva de los pacientes al
tratamiento. El RE tiene un papel importante en el plegado y la maduracion de las proteinas recién sintetizadas. La
tension del RE, como se conoce en la técnica, se refiere a la alteracion de la homeostasis del RE que se manifiesta
por la acumulacion de proteinas mal plegadas y desplegadas en el RE. La tension del RE activa complejas redes de
sefalizacion, por ejemplo la red denominada Respuesta de Proteinas no Plegadas (UPR), que actua para reducir la
tension del RE y restaurar la homeostasis.

[La respuesta a las proteinas no plegadas (UPR) es iniciada por tres proteinas transmembrana del RE: Requerimiento
1 de Inositol (IRE1), quinasa del RE similar a la PKR (PERK), y Factor de Transcripcion Activador 6 (ATF6). Bajo
condiciones no tensionadas, la chaperona del RE, la proteina de unién a la inmunoglobina (BiP) se une a los dominios
luminales de estos reguladores maestros manteniéndolos inactivos. En caso de tension del RE, la BiP se disocia de
estos sensores, lo que provoca su activacion.
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La UPR activada regula los efectores descendentes con las siguientes tres funciones distintas: respuesta adaptativa,
control de retroalimentacion y regulacion del destino celular. La respuesta adaptativa de la UPR incluye , entre ofras
cosas, la regulaciéon al alza de las chaperonas moleculares y las enzimas de procesamiento de proteinas para
aumentar el plegado. El control de retroalimentacion implica la regulacion negativa de la activacion de la UPR a medida
que se restablece la homeostasis del RE. La regulacion del destino celular por parte de la UPR desempefia un papel
importante en la patogénesis de los trastornos relacionados con la tension del RE. Como se sabe en la técnica, cuando
la célula se encuentra con la tension del RE que la UPR puede mitigar, la célula sobrevivira. Sin embargo, durante las
condiciones de tension del RE no solucionable, la UPR no logra reducir la tension del RE y restaurar la homeostasis,
promoviendo la muerte celular.

Otras vias asociadas a la tensién del RE son la degradacién de proteinas asociada al reticulo endoplasmico (ERAD),
que es una via celular orientadaa las proteinas mal plegadas del reticulo endoplasmico para su ubiquitinacion y
posterior degradacion por un complejo de degradacion de proteinas (concretamente el proteasoma) y la apoptosis
mediada por la tensién del RE.

Por lo tanto, el término "marcador de tensién del reticulo endoplasmico " o "marcador de tension del RE" se
refiere a cualquier molécula asociada con la respuesta a la tensién del reticulo endoplasmico, por ejemplo, pero sin
limitarse a cualquier molécula asociada con la red de sefalizacion denominada respuesta a las proteinas no
plegadas(UPR) que actua para reducir la tension del RE y restaurar la homeostasis, cualquier molécula asociada con
la degradacioén de proteinas asociada al reticulo endoplasmico (ERAD) o cualquier molécula asociada con la apoptosis
mediada por la tensién del RE.

En algunas realizaciones, el marcador de tension del RE, tal como se define en el presente documento, es la proteina
regulada por la glucosa (GRP-78), también denominada proteina de inmunoglobulina de unién (BiP), el Requerimiento
1 de Inositol 1 (IRE1), la quinasa del RE similar a la PKR (PERK), la subunidad a del factor 2 de iniciacion eucariota
(elF2a), el factor de transcripcion transmembrana del RE de tipo Il (ATF6) o la proteina homéloga de C/EBP (CHOP).

Como se ha detallado anteriormente, se detecté un aumento del nivel de expresion del marcador del ER de la proteina
inmunoglobulina de unién (BiP) en los pacientes administrados con el péptido dTCApF, en correlacion con una
inhibicion del crecimiento tumoral en estos pacientes.

El término " proteina de inmunoglobulina de unién"” (BiP), también conocida como proteina regulada por glucosa
de 78 kDa (GRP-78) o proteina de choque térmico de 70 kDa (HSPADS), se refiere a una proteina que en los humanos
esta codificada por el gen HSPA5 y que actia como chaperona molecular localizada en el lumen del reticulo
endoplasmico (RE). La BiP se une a las proteinas recién sintetizadas cuando son translocadas al RE y las mantiene
en un estado competente para su posterior plegado y oligomerizacion. La BiP también es un componente esencial de
la maquinaria de translocacién, y desempefia un papel en el transporte a través de la membrana del RE de las
proteinas aberrantes destinadas a la degradacion por el proteasoma. La BiP es una proteina abundante en todas las
condiciones de crecimiento, pero su sintesis esta marcadamente inducida en condiciones que conducen a la
acumulacion de polipéptidos no plegados en el RE. En realizaciones especificas de la presente divulgacion, la BiP es
una BiP humana, con el numero de acceso UniProtkKB P11021.

Como se describe en los Ejemplos siguientes, también se examiné el efecto de los dTCApF en las células asesinas
naturales (NK) humanas. Como se muestra en la Figura 12, los dTCApF indujeron un aumento de la expresion de los
receptores CD335 y CD337. Las células asesinas naturales proporcionan una respuesta rapida a las células infectadas
por virus y responden a la formacion de tumores. Sin querer cefiirnos a la teoria, la activacion de los receptores CD335
y CD337 por parte de los dTCApF esta asociada al aumento de la tensién del RE en estas células. Por lo tanto, en
algunas realizaciones, la medicion de la tensién de RE puede llevarse a cabo en las células de los pacientes, por
ejemplo, las células NK. De acuerdo con los resultados mostrados en el Ejemplo 1 a continuacion, se observé una
clara diferencia en el nivel de BiP en una biopsia obtenida de un paciente con neoplasia de la médula espinal antes
de iniciar el tratamiento (Figura 2A) en comparacion con el nivel de BiP observado en una biopsia obtenida del mismo
paciente después de 11 meses de tratamiento (Figura 2B). Los resultados anteriores demuestran que el péptido
dTCApF aumenté la tensién del RE en los tumores obtenidos de un paciente con cancer de la médula espinal.

Ademas, los resultados mostrados en el Ejemplo 2 a continuacion demuestran que un aumento en el nivel de BiP se
correlaciond con la inhibicion completa del crecimiento tumoral en pacientes que tienen diferentes tipos de cancer que
fueron tratados con el péptido dTCApF bajo las condiciones especificadas en el presente documento.

Tal y como se utiliza en el presente documento para describir la presente divulgacion, “cancer " o "tumor " se refieren
de forma equivalente a una hiperplasia de un tejido u 6érgano. Si el tejido forma parte del sistema linfatico o inmunitario,
las células malignas pueden incluir tumores no sélidos de células circulantes. Las neoplasias de otros tejidos u 6rganos
pueden producir tumores solidos. En general, los procedimientos y composiciones de la presente divulgacion pueden
utilizarse en el tratamiento de tumores solidos y no sélidos.

En algunas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que consiste en cancer de pancreas, cancer de ovario,
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neoplasia de células fusiformes de origen neural, neoplasia de células fusiformes, cancer colorrectal metastasico,
cancer de colon, cancer colorrectal, adenocarcinoma de colon, cancer rectal, adenocarcinoma rectal, cancer de
pulmon, carcinoma de pulmon de células no pequeias, neoplasia de médula espinal, cancer de mama, cancer de piel,
cancer renal, mieloma multiple, cancer de tiroides, cancer de préstata, adenocarcinoma, cancer de cabeza y cuello,
cancer gastrointestinal, cancer de estomago, cancer de intestino delgado, carcinoma hepatico, cancer de higado y
neoplasias del aparato genital femenino.

En otras realizaciones de la presente divulgacion, el cancer se selecciona del grupo que consiste en una neoplasia de
células fusiformes de origen neural, cancer colorrectal metastasico, cancer de colon, cancer de pulmon, cancer de
recto, cancer de pancreas y neoplasia de la médula espinal.

En el estudio clinico descrito a continuacién se encontré una correlacién entre la actividad antitumoral de los dTCApF
y el estado de expresion T1/ST2 en las células tumorales de los pacientes. Se encontré una correlacion directa entre
la positividad de T1/ST2, los cambios de tamario del tumor y la induccion de la tensién del RE. Estos resultados son
consistentes con los estudios preclinicos descritos mas adelante en el Ejemplo 4, que muestran que la incubacion de
células OV-90 con gen ST2 inactivado con dTCApF no produjo tension del RE. Sin querer estar limitado por la teoria,
estas observaciones sugieren que el receptor T1/ST2 puede ser un biomarcador para seleccionar a los pacientes
positivos a T1/ST2 que tienen mas probabilidades de responder positivamente a los dTCApF.

El péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o un derivado funcional
del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado puede administrarse por cualquier via de
administracion conocida por un experto en la técnica, por ejemplo, por via intravenosa (iv).

El péptido aislado, tal como se define en el presente documento, puede administrarse en una "cantidad efectiva" tal
que sea necesaria para lograr el resultado terapéutico deseado. La "cantidad efectiva" se determina en funcion de la
gravedad de la enfermedad junto con los objetivos terapéuticos, la via de administracion y el estado general del
paciente (edad, sexo, peso y otras consideraciones conocidas por el médico que lo atiende).

Como se detalla a continuacion, los inventores estan llevando a cabo un ensayo clinico en curso, de acuerdo con el
cual se determiné el tipo de cancer, la dosis, la frecuencia de administracion, la duracion del tratamiento y otros
parametros. Como se detalla a continuacion, el régimen de dosificacion fue de 6, 12, 24, 48 o 96 mg/m? (por ejemplo,
como se muestra en la Figura 1).

En diversas realizaciones el péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO.
1 o un derivado funcional del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado se administra a
una dosis de aproximadamente 5 mg/m? a aproximadamente 100 mg/m?2, 90 mg/m?, 80 mg/m?, 70 mg/m?, 60 mg/m? o
aproximadamente 10 mg/m2 a aproximadamente 50 mg/m2.

En otras realizaciones especificas, el péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos indicada por SEQ
ID NO. 1 o un derivado funcional del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado se
administra con una frecuencia de 3 veces por semana.

Como se ejemplifica a continuacion, el tratamiento con dTCApF (a 6, 12, 24, 48 y 96 mg/m?, 3 veces/semana, en ciclos
consecutivos de 28 dias) en tumores solidos localmente avanzados o metastasicos fue seguro y bien tolerado, con
una PK lineal y dependiente de la dosis. Los dTCApF suprimieron los factores antigénicos, indujeron la produccion de
citoquinas anticancerigenas y el estrés del RE, lo que probablemente condujo al resultado clinico observado en
algunos de los pacientes. La tincién positiva a T1/ST2 podria servir como marcador predictivo de la respuesta a los
dTCApF.

Por lo tanto, la presente invencion proporciona ademas un procedimiento de tratamiento del cancer en un paciente
que necesita el mismo, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1, un derivado funcional del
mismo o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado. En algunas realizaciones, la cantidad
terapéuticamente eficaz del péptido aislado es aproximadamente 6, 12, 24, 48 o0 96 mg/mZ2. En otras realizaciones, el
péptido aislado se administra tres veces por semana durante un periodo de al menos cuatro semanas consecutivas.
En otras realizaciones especificas, el péptido aislado es el péptido denominado en el presente documento dTCApF
que consiste en la secuencia de aminoacidos indicada por SEQ ID NO: 1.

En otras realizaciones especificas, la cantidad terapéuticamente eficaz del péptido aislado es aproximadamente 24,
48 0 96mg/m? o superior. En otras realizaciones especificas, la cantidad terapéuticamente eficaz es aproximadamente
24 mg/m? (o superior), durante un periodo de al menos aproximadamente cuatro semanas, y el paciente es
administrado ademas con el péptido aislado en una cantidad terapéuticamente eficaz superior de aproximadamente
48, 96mg/m? o superior.

Los términos "tratar”, "que trata”, "tratamiento” , tal y como se utilizan en el presente documento, significan mejorar,
aliviar o eliminar uno o més parametros clinicos, sintomas o indicaciones de actividad de la enfermedad en un paciente
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con cancer. Los parametros clinicos asociados con el cancer, tal como se conocen en la técnica y se han detallado
anteriormente, son, por ejemplo, el tamafo del tumor, el crecimiento del tumor, el nimero de tumores, los marcadores
de la enfermedad, la metastasis de las células tumorales, etc. Por "paciente " se entiende cualquier mamifero para
el que se desea la administracion del péptido aislado tal como se define en el presente documento, o cualquier
composicion farmacéutica de la invencion, en concreto pacientes afectados por el cancer tal como se define en el
presente documento, en particular pacientes humanos.

El seguimiento del tratamiento, tal como se define en el presente documento, puede llevarse a cabo por cualquier
medio conocido en la técnica para el seguimiento de la respuesta del paciente con cancer al tratamiento, por ejemplo,
de acuerdo con la directriz RECIST (17).

Como se detalla a continuacion, la presente divulgacion se refiere, entre otras cosas, a los resultados asociados con
un ensayo clinico en curso realizado con el péptido dTCApF, que tiene la secuencia de aminoacidos todo D de Trp
Thr Phe Phe Leu Pro Ser Thr Leu Trp Glu Arg Lys (como se denota por SEQ ID NO: 1).

El término "péptido aislado ", tal como se define en el presente documento, abarca un péptido aislado que comprende
la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 (es decir, la secuencia de aminoacidos Trp Trp Thr Phe Phe
Leu Pro Ser Thr Leu Trp Glu Arg Lys en una conformacion totalmente D), denominada en el presente documento
"dTCApF" o "Nerofe" y los derivados funcionales de la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o sales
farmacéuticamente aceptables de dicho péptido aislado.

Cualquier sal farmacéuticamente aceptable del péptido aislado, tal como se define en el presente documento, esta
comprendida en la presente divulgacion, en particular la sal de acetato del péptido.

En alguna realizacién el péptido aislado consiste en la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1, que
tiene la secuencia de aminoacidos todo D de Trp Trp Thr Phe Phe Leu Pro Ser Thr Leu Trp Glu Arg Lys. En
realizaciones especificas, el péptido aislado de acuerdo con la presente divulgacion es una sal farmacéuticamente
aceptable de la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1, por ejemplo, la sal de acetato del mismo.

El término "péptido ", tal como se define en el presente documento, se refiere a una cadena molecular de residuos de
aminoacidos que, si es necesario, puede modificarse en cada uno de sus residuos de aminoacidos, por ejemplo,
mediante manosilacion, glicosilacion, amidacion (por ejemplo, amidas C-terminales), carboxilaciéon o fosforilacion. El
péptido puede obtenerse sintéticamente, a través de procedimientos de ingenieria genética, expresion en una célula
huésped, o a través de cualquier otro medio adecuado. Los procedimientos para producir péptidos son bien conocidos
en la técnica.

El término "aislado " se refiere a las moléculas, tal como las secuencias de aminoacidos o los péptidos que se retiran
de su entorno natural, se aislan o se separan.

El término "aminodcido ", tal y como se utiliza en el presente documento, se refiere a los residuos de aminoacidos
naturales y sintéticos, asi como a los analogos de aminoacidos y a los miméticos de aminoacidos que funcionan de
forma similar a los aminoacidos naturales. Los aminoacidos naturales son los codificados por el codigo genético, asi
como los aminoacidos que se modifican posteriormente, por ejemplo, hidroxiprolina, y-carboxiglutamato y O-
fosfoserina.

El término aminoacido abarca los L-aminoacidos y los D-aminoacidos, que son imagenes especulares de los L-
aminoacidos, donde la quiralidad en el carbono alfa se ha invertido. Los D-aminoacidos son muy resistentes a la
degradacién mediada por las proteasas y tienen una baja respuesta inmunogénica.

Los términos "secuencia de aminoacidos " o "secuencia de péptidos " también se refieren al orden en el que los
residuos de aminoacidos, conectados por enlaces peptidicos, se encuentran en la cadena en péptidos y proteinas. La
secuencia se reporta generalmente desde el terminal N que contiene el grupo amino libre hasta el terminal C que
contiene el grupo carboxilo libre.

Por el término "que comprende " se entiende que el péptido aislado de acuerdo con la presente divulgacion incluye
el péptido denotado por SEQ ID NO: 1, pero también puede incluir residuos de aminoacidos adicionales en el extremo
N o en el extremo C del péptido o en ambos extremos.

Como se indico anteriormente, la presente divulgacion también abarca péptidos aislados que comprenden derivados
del péptido que tienen la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1.

Por el término "derivado " o "derivados " se entiende que se incluyen los péptidos, que comprenden la secuencia de
aminoacidos denotada por SEQ ID NO: 1, pero que difieren en uno 0 mas aminoacidos en su secuencia global, es
decir, que tienen supresiones, sustituciones (por ejemplo, sustitucion de al menos un aminoacido por otro aminoacido),
inversiones o adiciones dentro de la secuencia global de SEQ ID NO: 1. Este término también abarca la sustitucion de
al menos un residuo de aminoacido en la secuencia global por su respectivo residuo de aminoacido L.
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En realizaciones particulares, la presente divulgacion se refiere a un derivado funcional de la secuencia de
aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1, en la que dicho derivado funcional tiene al menos 70 %, 75 %, 80 %, 85 %,
90 %, mas preferentemente 95%, en particular 99 % de identidad con la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ
ID NO: 1.

Las "sustituciones" de aminoacidos son el resultado de la sustitucién de un aminoacido por otro que tiene
propiedades estructurales y/o quimicas similares, es decir, sustituciones conservadoras de aminoacidos. Las
sustituciones de aminoacidos pueden realizarse sobre la base de la similitud de la polaridad, la carga, la solubilidad,
la hidrofobicidad, la hidrofilia y/o la naturaleza anfipatica de los residuos implicados. Por ejemplo, cada uno de los ocho
grupos siguientes contiene aminoacidos que son sustituciones conservadoras entre si:

1) Alanina (A), Glicina (G);

2) Acido aspartico (D), acido glutamico (E);

3) Asparagina (N), Glutamina (Q);

4) Arginina (R), Lisina (K);

5) Isoleucina (l), Leucina (L), Metionina (M), Valina (V);
6) Fenilalanina (F), Tirosina (Y), Triptéfano (W);

7) Serina (S), Treonina (T); y

8) Cisteina (C), Metionina (M).

Se aprecia que estos derivados peptidicos no deben alterar la actividad biolégica del péptido original. El
término "funcional " significa que el péptido modificado (es decir, el derivado) conserva una actividad biolégica
cualitativamente similar a la del péptido no modificado. La actividad bioldgica del derivado puede determinarse como
se describe en el presente documento, es decir, monitorizando el efecto de dicho derivado tras su administracion a un
modelo animal, como se conoce en la técnica.

En algunas realizaciones, el péptido aislado, tal como se define en el presente documento, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, esta comprendido en una composicion farmacéutica.

El término "composiciones farmacéuticas ", tal como se define en el presente documento, se refiere al péptido
aislado que comprende la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o un derivado funcional del mismo,
0 una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado y, opcionalmente, al menos un excipiente o portador
farmacéuticamente aceptable como se conoce en la técnica. Tal y como se utiliza en el presente documento,
el "portador farmacéuticamente aceptable" incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antibacterianos y antifungicos y similares. El uso de tales medios y agentes para las
sustancias activas farmacéuticas es bien conocido en la técnica. Salvo que algun medio o agente convencional sea
incompatible con el principio activo, se contempla su uso en la composicion terapéutica.

Las composiciones farmacéuticas utilizadas para tratar a los sujetos que necesitan las mismas de acuerdo con la
presente divulgaciéon comprenden opcionalmente también un agente amortiguador, un agente que ajusta la
osmolaridad de las mismas, y opcionalmente, uno o mas aditivos farmacéuticamente aceptables como se conoce en
la técnica.

Las composiciones farmacéuticas utilizadas para tratar a los sujetos que necesitan las mismas de acuerdo con la
invencion, que pueden presentarse convenientemente en forma de dosificacion unitaria, pueden prepararse de
acuerdo con técnicas convencionales bien conocidas en la industria farmacéutica, por ejemplo, como se detalla en los
Ejemplos siguientes.

Debe entenderse que, ademas de los ingredientes particularmente mencionados en el presente documento, las
composiciones de acuerdo con la presente divulgacion pueden incluir también otros agentes convencionales en la
técnica teniendo en cuenta el tipo de formulacion en cuestion.

Por el término "agente de deteccién especifico para determinar el valor de expresiéon" de al menos un marcador
de tensién de RE se entiende cualquier agente de deteccion especifico para un marcador de tension de RE como se
define en el presente documento y, opcionalmente, un agente de deteccion adicional especifico para determinar el
nivel de expresion de al menos un gen de referencia de control adecuado, como se define anteriormente.

La muestra de control puede comprender una muestra bioldgica o cualquier polipéptido/acido nucleico derivado de
ella.

En otra realizacion, el kit de acuerdo con la presente divulgacion comprende, ademas:
(d) un péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos indicada por SEQ ID NO. 1 o un derivado funcional
del mismo, o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado.

En otras realizaciones, el kit de acuerdo con la presente divulgacion comprende ademas instrucciones de uso.
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La mayoria de los agentes anticancerigenos son medicamentos fuertes que tienen un intervalo de dosis bastante
estrecho por razones de seguridad y eficacia. Tomar muy poco de un agente no tratara bien el cancer y tomar
demasiado puede causar efectos secundarios que pongan en peligro la vida. La quimioterapia es conocida por los
efectos adversos que conlleva. Los efectos secundarios mas comunes son, entre otros, fatiga, dolor, llagas en la boca
y la garganta, diarrea, nauseas y vomitos. Por lo tanto, es deseable que haya formas de limitar o reducir las dosis de
los agentes quimioterapéuticos administrados.

Como se indica a continuacion, el efecto terapéutico beneficioso del péptido dTCApF en las células cancerosas y la
comprension de su asociacion unica con la tension del RE sirvieron de base para otro aspecto de la presente invencion,
de acuerdo con el cual el dTCApF se combina con otro agente terapéutico anticanceroso. Sin querer cefirse a la
teoria, como consecuencia del efecto de los dTCApF sobre la tension del RE, los dTCApF pueden permitir una
reduccion significativa de la cantidad administrada de un agente anticancerigeno adicional, y asi reducir indirectamente
los efectos secundarios asociados al mismo mientras se mantiene el efecto antitumoral del farmaco.

A continuacién se describe un estudio en el que se administr6 dTCApF en combinacién con un agente terapéutico
anticanceroso adicional, por ejemplo, Taxol. Sorprendentemente, mientras que cada uno de los agentes, es decir,
dTCApF y Taxol, solo tenia un efecto marginal sobre la viabilidad celular, la combinacién de dTCApF con Taxol dio
lugar a un efecto sinérgico y a una reduccion sustancial de la viabilidad celular. Por lo tanto, la combinacion de dTCApF
con un agente anticancerigeno permite la reduccion de la dosis estandar administrada del agente anticancerigeno
durante la terapia del cancer.

Por lo tanto, de acuerdo con otro de sus aspectos, la presente divulgacion proporciona una terapia combinada que
comprende un agente anticanceroso y un péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos denotada por
SEQ ID NO. 1 o un derivado funcional del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado
para su uso en un procedimiento de tratamiento del cancer, en el que dicho agente anticanceroso se administra a una
dosis inferior a la dosis estandar de cuidado de dicho agente anticanceroso.

El término "terapia combinada”, tal como se utiliza en el presente documento, se refiere a la administracion
concomitante (simultanea) o consecutiva de dos o mas agentes, es decir, un péptido aislado que comprende la
secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o un derivado funcional del mismo y un agente anticancerigeno.
Por ejemplo, la administracion concurrente puede significar una forma de dosificacién que contenga los dos 0 mas
agentes o la administracién de una mezcla de los dos 0 mas agentes, mientras que la administracion consecutiva
significa formas de dosificacion separadas que se administran al paciente en diferentes momentos e incluso por
diferentes vias de administracion.

Asi, en algunas realizaciones de la presente divulgacion, el péptido aislado de la invencién y dicho agente
anticanceroso se administran de forma concomitante o consecutiva.

Por lo tanto, el término "dosis estandar de cuidado de dicho agente anticanceroso ", tal como se utiliza en el
presente documento, se refiere a una dosis recomendada por un médico experto para el tratamiento de un determinado
tipo de cancer en un paciente con cancer, con base en consideraciones tales como los agentes anticancerosos que
se van a administrar, la edad del paciente, el género, el peso y los parametros clinicos relevantes asociados con la
enfermedad y el estado de salud general del paciente. Mientras que algunos agentes anticancerigenos se determinan
de acuerdo con el peso corporal del paciente en kilogramos, para algunos agentes anticancerigenos las dosis se
determinan con base en la superficie corporal (BSA), que los médicos calculan utilizando la altura y el peso. La BSA
se expresa en metros cuadrados (™2). Las dosificaciones para nifios y adultos difieren, incluso después de tener en
cuenta el BSA.

Como se indica a continuacion, la combinacién del péptido dTCApF con Taxol produjo un efecto sinérgico y una
reduccién sustancial de la viabilidad celular. Por lo tanto, una terapia combinada del péptido dTCApF con un agente
anticanceroso puede permitir la reduccion de la dosis estandar administrada del agente anticanceroso durante la
terapia del cancer.

En algunas realizaciones de la presente divulgacion, la terapia combinada para su uso de acuerdo con la presente
divulgacion es en la que la dosis administrada de dicho agente anticanceroso es inferior a la dosis estandar de cuidado
de dicho agente anticanceroso en al menos aproximadamente 1 %-50 %, 5 %-45 %, aproximadamente 10 %-40 %,
aproximadamente 15 %-35 % o aproximadamente 20 %-30 %.

El término "agente anticanceroso” , también conocido como "farmaco anticanceroso" o "farmaco antineoplasico", se
utiliza en su sentido mas amplio y abarca cualquier farmaco o agente que sea eficaz en el tratamiento de enfermedades
malignas o cancerosas. Existen varias clases de farmacos contra el cancer, entre otras cosas, agentes alquilantes
(por ejemplo, ciclofosfamida), antimetabolitos (por ejemplo, 5FU), productos naturales, agentes inmunoterapéuticos,
hormonas e inhibidores.

En algunas realizaciones, el agente anticanceroso de acuerdo con la presente divulgacién es un agente
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quimioterapéutico, un inhibidor de tirosina quinasa, un agente de inmunoterapia (por ejemplo, un anticuerpo, un
fragmento de anticuerpo o un anticuerpo monoclonal que regula a la baja los receptores inmunitarios inhibidores), un
agente hormonal, un agente bioldgico, un factor de diferenciacion, un factor antiangiogénico, un agente antiautofagia
0 un agente inmunoestimulador.

Un "agente quimioterapéutico", como se conoce en la técnica, es un farmaco que se dirige a las células en
diferentes fases del procedimiento de formacion de nuevas células. Los ejemplos de agentes quimioterapéuticos
incluyen, pero no se limitan a, agentes alquilantes, antimetabolitos (por ejemplo, 5-FU), antibiéticos antitumorales,
inhibidores de la topoisomerasa, inhibidores mitéticos (por ejemplo, Paclitaxel o Taxol) o corticosteroides, por nombrar
so6lo algunos.

El término "inhibidor de tirosina quinasa”, tal como se conoce en la técnica, se refiere a un farmaco que inhibe las
tirosina quinasas. Las tirosina quinasas son enzimas responsables de la activacion de muchas proteinas mediante
cascadas de transduccion de sefiales. Las proteinas se activan afiadiendo un grupo fosfato a la proteina (fosforilacion),
un paso que los inhibidores de la tirosina quinasa inhiben.

Los términos "un agente de inmunoterapia" o "agente inmunoestimulador” en el contexto de la presente
divulgacion se refieren a la inmunoterapia del cancer, que intenta estimular el sistema inmunitario para destruir los
tumores.

El término "agente biolégico " en el contexto del tratamiento del cancer tal como se conoce en la técnica (a veces
denominado "inmunoterapia") implica el uso de organismos vivos, sustancias derivadas de organismos vivos o
versiones de dichas sustancias producidas en laboratorio para tratar la enfermedad. Algunas terapias bioldgicas contra
el cancer utilizan vacunas o bacterias para estimular el sistema inmunitario del organismo para que actue contra las
células cancerosas. Las terapias bioldgicas que interfieren con moléculas especificas implicadas en el crecimiento y
la progresion del tumor también se denominan terapias dirigidas.

El término " factor antiangiogénico" , tal como se conoce en la técnica, se refiere a un agente que interfiere con la
angiogénesis, el procedimiento de creacidon de nuevos vasos sanguineos. Los agentes antiangiogénicos son tipos de
terapia dirigida que utilizan farmacos u otras sustancias para impedir que los tumores creen los nuevos vasos
sanguineos que necesitan para seguir creciendo.

El término " agente antiautofagia ", tal como se conoce en la técnica, se refiere a un farmaco que interfiere con el
procedimiento de autofagia, es decir, el mecanismo regulado y destructivo de la célula que desensambla los
componentes innecesarios o disfuncionales (por ejemplo, bleomicina, doxorrubicina).

En otras realizaciones, el agente anticanceroso de acuerdo con la presente divulgacion es un agente
quimioterapéutico, un inhibidor de la tirosina quinasa, un agente de inmunoterapia, un agente hormonal, un agente
biolégico, un factor de diferenciacion, un factor antiangiogénico, un agente antiautofagia o un agente
inmunoestimulante

En realizaciones especificas, el agente anticanceroso es Taxol.

En algunas realizaciones, la presente divulgaciéon proporciona una terapia de combinacion que comprende un agente
anticanceroso y un péptido aislado que consiste en la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o una
sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado para su uso en un procedimiento de tratamiento del cancer,
en el que dicho agente anticanceroso se administra a una dosis inferior a la dosis estandar de dicho agente
anticanceroso.

En otras realizaciones especificas la presente divulgacion proporciona una terapia de combinacion que comprende
taxol y un péptido aislado que consiste en la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado para su uso en un procedimiento de tratamiento del cancer, en
el que el taxol se administra a una dosis inferior a la dosis estandar de dicho agente anticanceroso.

En algunas realizaciones, el péptido aislado o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a una dosis
de aproximadamente 5 mg/m? a aproximadamente 100 mg/mZ.

En otras realizaciones, el péptido aislado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra con una
frecuencia de una, dos o tres veces por semana. En realizaciones especificas, el péptido aislado o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se administra con una frecuencia de tres veces por semana.

En otras realizaciones, el péptido aislado, el agente anticancerigeno o cualquier sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, juntos o por separado, estan comprendidos en una composiciéon farmacéutica.

En algunas realizaciones, la terapia combinada para su uso de acuerdo con la presente divulgacién es en la que dicho
cancer es cancer de pancreas, cancer de ovario, neoplasia de células fusiformes de origen neural, neoplasia de células
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fusiformes, cancer colorrectal metastasico, cancer de colon, cancer colorrectal, adenocarcinoma de colon, cancer de
recto, adenocarcinoma de recto, cancer de pulmén, carcinoma pulmonar de células no pequefias, neoplasia medular,
cancer de mama, cancer de piel, cancer renal, mieloma multiple, cancer de tiroides, cancer de prostata,
adenocarcinoma, cancer de cabeza y cuello, cancer gastrointestinal, cancer de estdmago, cancer de intestino delgado,
carcinoma hepatico, cancer de higado o neoplasias del tracto genital femenino.

En otras realizaciones, la terapia de combinacion para uso de acuerdo con la presente divulgacién es en la que dicho
cancer es cancer de ovario o cancer de pancreas. En otras realizaciones, la terapia combinada para su uso de acuerdo
con la presente divulgacion es en la que dicho cancer es cancer de mama, preferentemente en la que dicho cancer
de mama es cancer de mama triple negativo (TNBC).

En otras realizaciones, la terapia combinada para uso de acuerdo con la presente divulgaciéon es en la que dicho
cancer comprende células cancerosas positivas a ST2.

En otras realizaciones, la terapia combinada para su uso de acuerdo con la presente divulgacion es en la que dicho
péptido aislado consiste en la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

En otras realizaciones, la terapia combinada para uso de acuerdo con la presente divulgaciéon es en la que dicho
péptido aislado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra a una dosis de aproximadamente 5
mg/m? a aproximadamente 100 mg/m?.

En otras realizaciones, la terapia combinada para uso de acuerdo con la presente divulgaciéon es en la que dicho
péptido aislado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se administra con una frecuencia de una, dos o tres
veces por semana.

La presente divulgacion proporciona ademas un kit terapéutico que comprende:

(a) un agente anticanceroso; y
(b) un péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos indicada por SEQ ID NO. 1 o un
derivado funcional del mismo o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado.

En algunas realizaciones, el kit terapéutico, tal como se define en el presente documento, comprende ademas
instrucciones de uso.

En algunas realizaciones, el kit terapéutico tal como se divulga en el presente documento se utiliza en un procedimiento
de tratamiento del cancer, en el que dicho agente anticanceroso se administra a una dosis inferior a la dosis estandar
de cuidado de dicho agente anticanceroso.

La presente divulgacion proporciona ademas un procedimiento de tratamiento del cancer en un paciente que necesita
el mismo, que comprende administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un péptido aislado
que comprende la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 un derivado funcional del mismo o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado en combinacion con un agente anticanceroso, en el que dicho
péptido aislado reduce la dosis administrada estandar de dicho agente anticanceroso.

El término "aproximadamente ", tal y como se utiliza en el presente documento, indica valores que pueden desviarse
hasta 1 %, mas concretamente 5 %, mas concretamente 10 %, mas concretamente 15 %, y en algunos casos hasta
20 % por encima o por debajo del valor al que se hace referencia, incluyendo el intervalo de desviacion valores enteros
y, si procede, también valores no enteros, constituyendo un intervalo continuo.

Divulgada y descrita, debe entenderse que esta invencion no esta limitada a los ejemplos particulares, los pasos de
los procedimientos y las composiciones divulgadas en el presente documento, ya que dichos pasos de los
procedimientos y las composiciones pueden variar un poco. También debe entenderse que la terminologia empleada
en el presente documento se utiliza con el fin de describir realizaciones particulares Unicamente y no pretende ser
limitativa, ya que el alcance de la presente invencion estara limitado unicamente por las reivindicaciones adjuntas y
equivalentes de los mismos.

Los términos "comprende”, "que comprende", "incluye", "que incluye", "que tiene" y sus conjugados significan "que
incluye, pero no se limita a". Este término abarca los términos "que consiste en" y "que consiste esencialmente en".
La frase "que consiste esencialmente en" significa que la composicion o el procedimiento puede incluir ingredientes
y/o pasos adicionales, pero sélo si los ingredientes y/o pasos adicionales no alteran materialmente las caracteristicas
basicas y novedosas de la composicion o el procedimiento reivindicados. A lo largo de esta memoria descriptiva y de
los Ejemplos y reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera lo contrario, se entendera que la palabra
"comprender”, y las variaciones como "comprende" y "que comprende”, implican la inclusion de un numero entero o
paso o grupo de numeros enteros o pasos indicados, pero no la exclusion de ningun otro nimero entero o paso o
grupo de numeros enteros o pasos.
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Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "procedimiento” se refiere a los modos, medios, técnicas y
procedimientos para llevar a cabo una tarea determinada, incluyendo, pero sin limitarse a , aquellos modos, medios,
técnicas y procedimientos conocidos o facilmente desarrollados a partir de modos, medios, técnicas y procedimientos
conocidos por los profesionales de las técnicas quimicas, farmacoldgicas, bioldgicas, bioquimicas y médicas.

Cabe sefialar que, tal y como se utiliza en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas
singulares "un", "una" y "el/la" incluyen referentes plurales a menos que el contenido dicte claramente lo contrario.

A lo largo de esta memoria descriptiva y de los Ejemplos y reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto
requiera otra cosa, se entendera que la palabra "comprender”, y las variaciones tales como "comprende" y "que
comprende", implican la inclusién de un nimero entero o paso o grupo de numeros enteros o pasos indicados, pero
no la exclusion de ningun otro nimero entero o paso o grupo de numeros enteros o pasos.

Los siguientes ejemplos son representativos de las técnicas empleadas por los inventores para llevar a cabo aspectos
de la presente invencion.

EJEMPLOS

Sin mas detalles, se cree que un experto en la técnica puede, utilizando la descripcion anterior, utilizar la presente
invencion en toda su extension. Las siguientes realizaciones especificas preferidas deben interpretarse, por lo tanto,
como meramente ilustrativas y no limitativas de la invencion reivindicada en modo alguno.

Los protocolos estandar de biologia molecular que se conocen en la técnica y no se describen especificamente en el
presente documento se siguen generalmente como en Sambrook & Russell, 2001.

Procedimientos experimentales
Biopsia

Las biopsias se obtuvieron de los pacientes mediante procedimientos bien conocidos en la técnica, por un médico
experto.

Tincién BiP de tejidos obtenidos por biopsia
Soluciones y reactivos

—  Xileno (Sigma #534056);

—  Etanol anhidro desnaturalizado, grado histoldgico (100% Solufix #2003 y 95% Sigma #32294);

— Agua desionizada (dH20);

— Hematoxilina Gill2 (Sigma #GHS216);

— Tampon de lavado: 1X TBS/0,1 % Tween-20 (IX TBST): Para la preparacion de 1 L, se afiadieron 50 ml de TBS
20X (Amresco #J640) a 950 ml de dH20, se afiadié 1 ml de Tween-20 (Amresco #J640) y se mezclo el tampodn;

— Diluyente de anticuerpos: Diluyente de anticuerpos SignalStain® #8112;

— Desenmascaramiento del antigeno:

o Citrato: Tampén de citrato de sodio 10 mM: Para la preparacion de 1 L, se afiadieron 2,94 gr de sal trisodica
de citrato de sodio dihidratada (CsHsNazO7¢2H20) a 1 L de dH2O. El pH se ajusté a 6,0.

o TE: 10 mM Tris/1 mM EDTA, pH 9,0: Para la preparacion de 1L, se afiadieron 1,21 gr de base Trizma®
(C4H11NO3) y 0,372 g de EDTA a 1 L de dH20.

— Perodxido de hidrégeno al 3 %: Para la preparacion de la solucion de 100 ml, se afiadieron 10 ml de H202 al 30
% (Sigma #216763) a 90 ml de dH20;

—  Solucion de bloqueo: Rompe fondos (Innovex #NB306);

— Anticuerpo primario: Anticuerpo anti BiP para Inmunohistoquimica (Anti-BIP ab21685, abcam);

— Anticuerpo secundario biotinilado: Reactivo de deteccion de inmunohistoquimica (IHC) SignalStain® Boost
(HRP, conejo) #8114;

— Reactivo DAB (Sigma #D6190);

— Medio de montaje Eukitt (Sigma #03989);

Desparafinamiento/Rehidratacion

Los portaobjetos no se dejaron secar en ningun momento durante este procedimiento. Las secciones de los tejidos de
la biopsia se prepararon como se sabe en la técnica y se desparafinaron/hidrataron como sigue: las secciones se
incubaron en tres lavados de xileno durante 5 minutos cada uno, se incubaron ademas en dos lavados de etanol al
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100 % durante 10 minutos cada uno, se incubaron a continuacion en dos lavados de etanol al 95 % durante 10 minutos
cada uno y, por ultimo, las secciones se lavaron dos veces en dH,0 durante 5 minutos cada uno.

Desenmascaramiento de antigenos

Para el citrato, los portaobjetos se hirvieron en un tampoén de citrato de sodio 10 mM, pH 6,0, y se mantuvieron a una
temperatura inferior a la de ebullicion durante 10 minutos. Los portaobjetos se enfriaron en la mesa de trabajo durante
30 minutos. Para Tris EDTA (TE), los portaobjetos se hirvieron en 10 mM de TE/1 mM de EDTA, pH 9,0 y luego se
mantuvieron a una temperatura inferior a la de ebullicion durante 18 minutos. Los portaobjetos se enfriaron en el banco
durante 30 minutos.

Tincién

Las secciones se lavaron en dH2O tres veces durante 5 minutos cada una, se incubaron en perdxido de hidrégeno al
3 % durante 10 minutos, se lavaron en dH,O dos veces durante 5 minutos cada una y se lavaron en tampon de lavado
durante 5 minutos. A continuacién, cada una de las secciones se bloqued con 100-400 ul de solucion de bloqueo
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se eliminé la solucién de bloqueo y se afiadieron 100-400 pl de anticuerpo
primario (concretamente anti-BiP) diluido 1:500 en diluyente de anticuerpos a cada una de las secciones. Las
secciones tratadas se incubaron durante la noche a 4°C. A continuacion, se elimind la solucién de anticuerpos y las
secciones se lavaron en tampon de lavado tres veces durante 5 minutos cada una. Se afadio un anticuerpo secundario
biotinilado (100-400 ul) a cada una de las secciones y las secciones tratadas se incubaron 30 minutos a temperatura
ambiente en presencia del anticuerpo secundario. A continuacién, se eliminé la soluciéon de anticuerpos secundarios
y las secciones se lavaron tres veces con tampén de lavado durante 5 minutos cada una. A continuacion, se afadio
el reactivo 3,3'-diaminobenzidina (DAB, 100-400 ul) a cada una de las secciones y se monitorizé la tincion de cerca.
Tan pronto como las secciones se desarrollaron, los portaobjetos se sumergieron en dH,O. Las secciones fueron
contratefiidas opcionalmente con hematoxilina segun las instrucciones del fabricante y luego lavadas en dH>O dos
veces durante 5 minutos cada una.

Deshidratacion de secciones

Las secciones se incubaron en etanol al 95% dos veces durante 10 segundos cada una, la incubacion se repitio en
etanol al 100 %, incubando las secciones dos veces durante 10 segundos cada una. A continuacion, se repitio la
incubacién en xileno, incubando las secciones dos veces durante 10 segundos cada una y luego se montaron los
cubreobjetos para su analisis.

Preparacién del péptido dTCApF y composicion que comprende el mismo

El péptido dTCApF o NEROFE™ (ambos términos se utilizan en el presente documento indistintamente y se refieren
al mismo péptido como se ha indicado anteriormente) es un péptido de 14 residuos de aminoacidos de longitud, en el
que todos los residuos de aminoacidos estan en su configuracién D, que tiene la secuencia de aminoacidos de Trp
Trp Thr Phe Phe Leu Pro Ser Thr Leu Trp Glu Arg Lys (0o WWTFFLPSTLWERK en un cddigo de una sola letra, como
se denota en la SEQ ID NO: 1).

El péptido se sintetizd de la siguiente manera. El acetato de dTCApF, el producto final del farmaco para su uso en los
estudios clinicos fue fabricado, envasado, probado, etiquetado y liberado bajo Buenas Practicas de Fabricacion (GMP)
por Nextar Ltd., Israel.

El polvo de dTCApF para solucion inyectable se suministré como un vial liofilizado de 5 ml que contenia 15 mg (a una
concentracion de 7,5 mg/ml) o un vial de 10mL que contenia 80 mg (a una concentracion de 40 mg/ml) de la sustancia
activa con 4,8 % de manitol, para su reconstitucién a un volumen final de 2 ml con agua para inyeccion (WFI), por vial.

El vial reconstituido de 2 ml de dTCApF en polvo para solucién inyectable debe diluirse posteriormente hasta un
volumen final de 100 o 250 ml en Dextrosa acuosa al 5 % para infusiéon. Se suministr6 dTCApF por Nextar Ltd para el
sitio clinico designado para su uso en un estudio clinico de fase uno.

El producto farmacéutico es una torta liofilizada blanca, no pirogénica, para una sola reconstitucién en agua para
inyeccion. Tras la reconstitucion, tiene el aspecto de una solucion clara e incolora. Los viales son de vidrio de inyeccion
transparente de tipo | de 5ml o 10 ml, tapados con tapones de goma de tipo liofilizacion de 20mm, con un tapén abatible
de aluminio de 20mm. Cada uno de los diez viales se presenta en una caja exterior blanca y etiquetada. El etiquetado
de los viales y de la caja de envasado secundario del estudio clinico GCP se realiza bajo condiciones controladas por
Nextar Ltd.

Esquema del ensayo clinico en curso

Pacientes
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El estudio incluyé a pacientes adultos (=18 afios) con neoplasias malignas solidas localmente avanzadas y/o
metastasicas confirmadas patolégicamente, que fracasaron o no pudieron tolerar la terapia estandar anterior. Los
criterios clave de inclusion incluian la enfermedad evaluable/medible y el estado de rendimiento (PS) del Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG)<1. Los pacientes con cancer de higado/metastasis hepaticas eran elegibles si
la funcion hepatica cumplia ciertos criterios, y los pacientes con metastasis cerebrales eran elegibles si la radioterapia
se habia completado =24 semanas antes de la inscripcion y el paciente recibia <4 mg/dia de dexametasona. Los
criterios clave de exclusién incluian recibir un tratamiento anticanceroso 14 dias antes del inicio del farmaco del estudio
y una esperanza de vida de <16 semanas. Las caracteristicas de los pacientes se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos demograficos y caracteristicas de linea base de los pacientes

dosis de dTCApF
6 2 = 2 = 2 = 2 =
mg/m? n=3 12 mg/m? n=3 24 mg/m? n=3 48 mg/m? n=3 96 mg/m? n=3
Edad, afnos
Mediana
(intervalo) 63 (62-77) 61 (58-62) 65 (57-67) 72 (51-94) 64 (55-77)
Media (SE) 68 (5) 67 (4) 67 (2) 72 (8) 64 (9)
Género, masculino/femenino, n/n  3/0 2-1 1-2 2-1 3-2
Tumor, tipo, n
Colorrectal 3 2 0 2 1
Pancreatico 0 0 1 0 4
Otros? 0 1 2 1 0
Terapias anteriores, n
Quimioterapia 3 4 4 1
Radioterapia 1 2 1 1
Cirugia 2 2 1 1 2
Tratamiento con
agentes 0 0 1 0 0
biolégicos
Tratamiento con
pequefias 0 0 0 1 0
moléculas
tal como los
inhibidores de la
tirosina quinasa
2Incluye neoplasias en el intestino delgado, el pulmoén, el higado y la médula espinal.

Disefio del estudio

El presente estudio clinico es un estudio formal abierto de fase | de escalada de dosis. El objetivo principal era
determinar la dosis maxima tolerada (MTD) y el perfil de seguridad de los dTCApF. Las evaluaciones incluyeron la
exposicion al farmaco, los acontecimientos adversos (EA; calificados de acuerdo con los Common Terminology Criteria
for Adverse Events (CTCAE)) y la caracterizacion de las toxicidades limitantes de la dosis (DLT). Otros objetivos fueron
la evaluacion de los niveles séricos de factores angiogénicos tras la administracion de dTCApF, los analisis de
farmacocinética (PK) y farmacodinamica (PD), asi como la evaluacion de la tincién de los receptores y la respuesta
tumoral.

El estudio de escalada de dosis siguid un esquema tradicional "3+3" e incluy6 dosis de 6, 12, 24, 48 y 96 mg/m?
intravenosas (i.v.) de dTCApF, 3 veces/semana en ciclos consecutivos de 28 dias. Las asignaciones de los pacientes
se presentan en la Figura 1. En todas las cohortes de 3 pacientes, hubo 2-4 semanas entre la primera dosis para el
primer y segundo paciente, y 21 semana para el tercer paciente. Los nuevos niveles de dosis se iniciaron tras un
seguimiento de =28 dias para 3 pacientes en el nivel anterior. La MTD se definié como el nivel de dosis mas alto en el
que =1 de 3 sujetos experimentan una DLT durante su primer ciclo de tratamiento. Los pacientes que no completaron
su primer ciclo de tratamiento por razones no relacionadas con los EA fueron reemplazados. Ademas, se determinaron
los parametros PK, incluyendo el area bajo la curva (AUC), la concentraciéon plasmatica maxima (Cmax) y la vida
media plasmatica (t1/2). Los parametros PK se estimaron mediante modelos no compartimentales.

En otras palabras, los pacientes fueron administrados i.v. con dTCApF a 6 mg/m?, 3 veces por semana, mientras su

enfermedad no progresara. Si se comprobaba que una dosis de 12 mg/m? era segura y la enfermedad progresaba, se
administraba al paciente con 12 mg/m?2. Por ejemplo, al paciente numero 1 de la Figura 1 se le administraron dos ciclos
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de tratamiento (a 6 y 12 mg/m?de dTCApF). El paciente nimero 4 de la Figura 1 recibio tres ciclos de tratamiento (a
12, 24 y 48 mg/m? de dTCApF).

La actividad clinica de los dTCApF se evaludé cada 8 semanas por medio de un examen fisico, una tomografia
computarizada (TC) o técnicas de resonancia magnética (RMN) (s6lo para la enfermedad evaluable), utilizando
RECIST v1.1; y, en su caso, marcadores tumorales informativos cada ciclo. Este estudio fue aprobado por la junta de
revision institucional del Rabin Medical Center y el Ministerio de Salud de Israel y se llevé a cabo en el Davidoff Center,
Rabin Medical Center de acuerdo con la Declaration of Helsinki. Todos los pacientes firmaron un consentimiento
informado antes de la inscripcion. El estudio se registré en ClinicalTrials.gov (NCT01690741).

Administracion

El polvo para solucién inyectable dTCApF se suministra como un vial liofilizado de 5ml que contiene 15 mg (7,5 mg/ml)
o un vial de 10ml que contiene 80 mg (40 mg/ml) de la sustancia activa con 4,8 % de manitol, para su reconstitucion
hasta un volumen final de 2 ml con agua para inyeccion por vial como se ha descrito anteriormente. El vial reconstituido
de 2 ml de dTCApF en polvo para solucion inyectable debe diluirse posteriormente hasta un volumen final de 100 ml
en Dextrosa acuosa al 5 % para infusion para niveles de dosis de hasta 48 mg/m?. Para niveles de dosis superiores a
48 mg/m?, el volumen de dilucion final fue de 250 ml. EI dTCApF para inyeccion se administrd por via intravenosa (iv)
durante 60 minutos.

Analisis farmacocinéticos

Los parametros PK, incluyendo AUC(0-24), Cmax, Cmin, Tmax y ti» se estiman utilizando modelos no
compartimentales. Se realizan comparaciones entre niveles de dosis para evaluar la proporcionalidad. En la Tabla 2
se presenta un resumen de los parametros de PK.

Tabla 2. Farmacocinética de los dTCApF el primer dia de los ciclos 1y 2 (cada ciclo fue de 28 dias).

Ciclo 1, Dia 1 Ciclo 2, Dia 1
dosis 6 12 24 48 96 6 12 24 48 96
de mg/m?2 |mg/m? [mg/m? [mg/m? [mg/m? [mg/m? [mg/m? |mg/m? |mg/m? |mg/m?

dTCApF

n=3 n=4 n=4 n=4 n=3 n=3 n=4 n=4 n=4 n=3

AUCo, |3813 12.905 ]49.630 |79.935 [206.742 |9719 11.452 |57.069 [100.093 |294.682
ngeh/ml
Cmax, 1209 6048 14.609 [18.267 |32.964 |1536 6048 14.609 ]22.113 [32.016
ng/ml

Tz, h |23 2,1 3,2 4,9 6,0 2,8 2,0 3,7 4,6 8,5

Analisis farmacodinamicos

Los cambios desde la linea base en los niveles de citoquinas circulantes y del receptor T1/ST2 soluble y la expresion
del receptor T1/ST2 de las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se presentan para su interpretacion y
se correlacionan con los analisis de PK y de actividad antitumoral. Si se obtienen muestras de tejido tumoral antes del
tratamiento y/o durante el tratamiento, los resultados de los ensayos de los receptores T1/ST2 se presentan para su
interpretacion clinica.

Analisis de biomarcadores

Se tomaron muestras de sangre de los pacientes y se colocaron en hielo durante 10 minutos de forma regular, como
se describe a continuacion. El suero se recogié centrifugando a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, se guardd en un
vial separado a <-20 °C, y se envi6 a Immune System Key Ltd a -20°C, donde se descongelaron, se tomaron alicuotas
y se almacenaron a < -20 °C. Se evitaron los ciclos repetidos de congelacion y descongelacion.

Se realiz6 una tinciéon inmunohistoquimica (IHC) para el receptor T1/ST2 utilizando un anticuerpo anti-ST2 de longitud
completa (GenMed, Plymouth, MN). Los niveles séricos de diversos factores se midieron con un ensayo
inmunoenzimatico (ELISA). Otros factores que se midieron incluyeron: Factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), factor de crecimiento endotelial vascular D (VEGF-D), factor de crecimiento epidérmico (EGF), angiopoyetina-
1, factor 1 de crecimiento de fibroblastos (FGF-1), factor 2 de crecimiento de fibroblastos (FGF-2), factor de crecimiento
derivado de las plaquetas AA (PDGF-AA), factor de crecimiento derivado de las plaquetas BB (PDGF-BB), factor de
crecimiento transformante B1 (TGF-1) (todos ellos mediante kits ELISA de R&D systems, Abingdon, Reino Unido);
factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF), interleucina 2 (IL-2), interleucina 12p70 (IL-
12p70), interleucina 21 (IL-21) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a) ( Millipore, Billerica, MA); y proteina regulada
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por glucosa 78 (GRP78)/BiP (Enzo, Nueva York, NY). En la Tabla 3 se presenta un resumen de los niveles séricos de
diversos factores angiogénicos y citoquinas medidos en pacientes sometidos a tratamiento con el péptido.

Tabla 3. Cambio medio en los niveles séricos de factores angiogénicos y citoquinas con la administracion de

dTCApF
96
dosis de dTCApF 6mg/m?2n=3 12Mg/im?n=3 24Mg/m?n=3 48 Mg/im?n=3 gllg/mz n=
Cambio en el nivel sérico de antes a después del tratamiento con dTCApF, %
Factores angiogénicos
Angioeitina-1 960 -80 -77 -50 70
FGF-1 120 -62 -20 -27 457
FGF-2 199 -74 -34 -13 44
PDGF-AA 1379 -92 -79 -73 57
PDGF-BB 2271 -95 -82 -78 185
VEGF-A 265 -47 -62 -72 -2
TGF-g1 18 -80 .59 -20 oo Y
VEGF-D 117 -40 -54 -63 3
Citoquinas
GM-CSF 2173 -97 11 5613 974
IL12-p70 469 -76 83 477 332
11-2 No hay datos -100 No hay datos 242 577
11-21 100 -61 84 1326 29
TNF-a 4 -5 31 74 97
FGF: factor de crecimiento de fibroblastos; GM-CSF: factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos;
IL: interleucina; PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaquetas; TGF: factor de crecimiento transformante;
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular; TNF: factor de necrosis tumoral.

Inmunogenicidad

Los cambios desde la linea base en los niveles de anticuerpos circulantes anti- dTCApF se presentan para su
interpretacion.

Analisis de la actividad antitumoral

Los sujetos con enfermedad evaluable o medible se evaltuan de acuerdo con los criterios de evaluacién de la respuesta
en tumores solidos (RECIST) versién 1.1 cada 2 ciclos, donde un ciclo se define como 4 semanas de tratamiento con
tres administraciones por semana. Las mediciones de las lesiones tumorales y los cambios con respecto a la linea de
base se resumen por ciclo y cohorte de dosis. En la Tabla 4 se presenta un resumen de los efectos adversos por grupo
de dosis de dTCApF.

Tabla 4. Resumen de eventos adversos por grupo de dosis de dTCApF

dosis de dTCApF
6 mg/m? 12 mg/m? 24 mg/m? 48 mg/m? 96 mg/m?
n=3 n=3 n=3 n=3 n=5
Grado 1
Trastornos sanguineos
Anemia 3 0 0 0 0
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(continuacion)

dosis de dTCApF
6 mg/m? 12 mg/m? 24 mg/m? 48 mg/m? 96 mg/m?
n=3 n=3 n=3 n=3 n=5
Aumento  del
INR 0 0 0 1 0
Trastornos gastrointestinales
Dolor
abdominal 0 1 2 0 0
Obstruccién
intestinal 1 0 0 0 0
Diarrea 0 2 0 0 2
Hemorragia_ 1 0 0 0 0
gastrointestinal
Vémitos 2 0 0 0 1
Trastornos del género
Deshidratacion | 0 0 0 0 1
Fatiga 0 1 0 1 0
Hipertension 3 1 1 0 1
Trastornos del sistema
nervioso
Neuropatia 0 1 1 0 0
Grado 2
Dolor
Dolor, pierna 0 2 0 0 0
Dolor en la
parte superior | 0 0 0 0 1
de la espalda
Trastornos del sistema
respiratorio
Tos 0 1 0 0 0
Trastornos de la piel
Prurito 0 0 0 0 1
Urticaria 1
Trastornos hepaticos y
urinarios
Aumento  de
A_LT— 0 0 0 0 1
Aumento  de
AST 0 0 0 0 1
Aumento de Ia | 0 0 1 1
bilirrubina
Disfuncion
hepatica 0 0 0 0 1
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(continuacion)

dosis de dTCApF
6 mg/m? 12 mg/m? 24 mg/m? 48 mg/m? 96 mg/m?
n=3 n=3 n=3 n=3 n=5
Infeccion __ de
las vias | 0 1 0 0 0
urinarias
Grado 3
Trastornos sanguineos
Aumento  del
INR 0 0 0 1 0
Trastornos generales
Hipertension 2 1 1 0 2
Trastornos hepaticos y
urinarios
Aumento de la
bilirrubina 0 0 0 1 1
Trastornos gastrointestinales
Qbstrycmon 1 0 0 0 0
intestinal
Diarrea 0 1 0 0 1
HemO(ragla_ 1 0 0 0 0
gastrointestinal
Grado 4
Trastornos gastrointestinales
Vomitos 0 0 0 0 1
ALT, alanina transaminasa; AST, aspartato aminotransferasa; Gl, gastrointestinal; INR, ratio internacional
normalizado.

Se presentan las tasas de respuesta tumoral objetiva (respuesta completa y respuesta parcial), la duracion de la
respuesta tumoral objetiva, el tiempo hasta la respuesta tumoral objetiva y la supervivencia sin progresion. Las
estimaciones de tiempo hasta el acontecimiento y las curvas de supervivencia se generan mediante el procedimiento
de Kaplan-Meier y el modelo de Cox con la razén de riesgo cruda calculada y la razén de riesgo ajustada (ajustada
por las variables de confusion). Los sujetos con evaluaciones informativas de marcadores tumorales (por ejemplo,
CA125 o PSA) se someten a evaluaciones adecuadas en cada ciclo. Los parametros de los marcadores tumorales,
cuando son evaluables, se resumen por ciclo y cohorte de dosis. Se realiza una evaluacién exploratoria de la relacion
entre PK, PD y efectos clinicos de los dTCApF. En la Tabla 5 se presenta un resumen de la supervivencia libre de
progresion (PFS) de los pacientes incluidos en el estudio.

Tabla 5. La PFS en el ultimo régimen antes de inscribirse en el estudio y en los dTCApF. Las filas en gris
representan a los pacientes que experimentaron una PFS con dTCApF comparable o superior a la de su ultimo
régimen antes de la inscripcion.

Paciente no. PFS con el ultimo régimen antes de la inscripcion, dias SFP en dTCApF, dias
1 480 53
2 134 25
3 110 170
4 0 330
5 52 51
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(continuacion)

Paciente no. PFS con el ultimo régimen antes de la inscripcion, dias SFP en dTCApF, dias
1 41 52
12 42 50
13 96 42
14 365 40
15 1 80
16 105 45
17 564 41
SLP, supervivencia libre de progresion

Analisis estadistico

Se utilizaron estadisticas descriptivas para todos los analisis y se realizaron con SAS® version 9.1 (SAS Institute Inc.,
Cary, NC). Se utilizé un andlisis de regresion para estudiar la correlacion bidireccional entre el cambio del tumor por
mes, las dosis administradas de dTCApF y los niveles del biomarcador de tension del RE (BiP). La significancia
estadistica de la correlacion se validé mediante el estadistico F.

Determinacién del nivel de sangre del marcador GRP78/Bip mediante ELISA

La determinacion del nivel plasmatico de BiP en los pacientes sometidos al tratamiento con el péptido dTCApF se
realizé como sigue.

Recolecciéon de muestras

Se recogi6 la sangre de los pacientes tratados con dTCApF en tubos Vacutainer con tapa de lavanda, y se colocé en
hielo durante 10 minutos. A continuacion, el Vacutainer se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. La fraccion
de plasma se recogio en un vial separado y se conservo a < -20 °C hasta que se envio al departamento de [+D con
World Courier a -20 °C. Cuando se recibieron, las muestras de suero se descongelaron, se hicieron alicuotas de 56 ul
en viales de 0,5 ml y se almacenaron a < -20 °C. Se evitaron los ciclos repetidos de congelacion y descongelacion. Se
recogio sangre los dias 1, 15 y 29 del primer ciclo y el dia 29 de los ciclos siguientes.

Determinacion de los niveles sanquineos de GRP78/BIP

La determinacion de los niveles sanguineos de GRP78/BIP se realiz6 utilizando el kit GRP/BIP ELISA (cat# ADI-900-
214 Enzo. Las alicuotas de las muestras de plasma se descongelaron a 4 °C y se centrifugaron a 10.000G durante 6
minutos a 4 °C. A continuacion, las muestras se diluyeron 1:5 con tampon salino Tris con BSA y detergentes (kit de
ensayo). A continuacioén, las muestras se cargaron por duplicado en la placa de 96 pocillos suministrada, que se
recubrié previamente con IgG antioveja de burro. También se cargaron en la placa las muestras de calibracién y las
muestras en blanco, y a continuacion se afiadio el anticuerpo dirigido a BiP (amarillo) en todos los pocillos, excepto
en los en blanco. La placa ELISA se selld y se incubd a temperatura ambiente (TA) con agitacion a 750 vueltas por
minuto (RPM) durante 1 hora.

Tras el periodo de incubacion anterior, la placa no se lavd y se afiadio el conjugado BiP (azul) a todos los pocillos,
excepto a los en blanco. La placa se incubd con agitacion durante 1 hora mas (TA).

Tras el periodo de incubacion adicional, se aspird el contenido de los pocillos y se lavaron los pocillos mediante un
lavado automatizado (estacion de lavado Bio-plex pro Il) afiadiendo 300 ul de solucién salina tamponada con Tris que
contiene detergentes (el tampdn de lavado del kit) a cada pocillo. El procedimiento de lavado se repitio tres veces mas
para un total de cuatro lavados. Tras el ultimo lavado, se aspiraron los pocillos y se golpeé la placa firmemente boca
abajo sobre una toalla de papel sin pelusa para eliminar cualquier residuo de tampoén de lavado.

Se afadié una solucién de 3,3',5,5-Tetrametilbenzidina (TMB) en cada pocillo, y se sell6 la placa y se incubo durante
19 minutos a TA en la oscuridad con agitacion. A continuacion, se afadio la solucion de parada en cada pocillo y se
leyo la DO delta a 450 nm/570 nm. Los valores de los pocillos en blanco se restaron de todos los resultados. Se cred
la curva de calibracion y los valores de BiP ng/ml se calcularon en consecuencia y se multiplicaron por el factor de
dilucion (x5).
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Calculo de la diferencia en el nivel de expresion de BiP en plasma

La diferencia en el nivel de expresion plasmatica de BiP se determind calculando la diferencia entre el nivel de
expresion de BiP medido en el plasma de un paciente tratado con dTCApF en el dia 29 de tratamiento y el nivel de
expresion de BiP medido en el plasma de un paciente tratado con dTCApF en el dia 1 de tratamiento (antes de la
primera administracion del péptido dTCApF) y dividiendo el resultado por el nivel de expresion de BiP anterior medido
en el dia 1 de tratamiento (normalizando), es decir como sigue: [(nivel de BiP en el dia 29) - (nivel de BiP en el dia
1)]+100/ (nivel de BiP en el dia 1).

Determinacion del nivel de Calreticulina (CRT) en sangre

Los niveles de CRT en suero se determinaron utilizando el kit Elisa CRT (humano) (OKEH01054, Aviva system
Biology). Las muestras de los pacientes de los dias 1 y 15 o 29 del ciclo 1 (C1D1, C1D15 y C1D29) fueron
descongeladas y centrifugadas a 10 minutos a 10.000G y cargadas en la placa de acuerdo con el protocolo del
fabricante.

Determinacion del tamano del tumor

El tamafio del tumor se evalud en el centro médico de acuerdo con las directrices del Criterio de Evaluacion de la
Respuesta en Tumores Solidos (RECIST) (por ejemplo, realizando una tomografia computarizada (TC)). El tamafio
del tumor en el ultimo dia del ensayo (es decir, después de la ultima administracion del péptido) se comparé con el
tamano del tumor en el primer dia del ensayo (antes de la primera administracion del péptido), en porcentaje.

Evaluacion del estado de ST2 en las células cancerosas

El estado de ST2 en las células cancerosas se evalué en muestras de biopsia obtenidas de pacientes mediante
inmunohistoquimica, utilizando un anticuerpo especifico contra el receptor st2 humano. Tras el paso de tincion, la
biopsia fue evaluada por un patdlogo.

Inmunocitoquimica (ICC) de las células OV90 tratadas con dTCApF

Materiales para el crecimiento y el tratamiento de los cultivos celulares

Medios de cultivo:

— DMEM alto en glucosa, L-Glutamina (Gibco 41965-039);

—  Piruvato sodico 11,0mg/ml (100mM) (Biological industries cat No. 03-042-1B);
— 50 ml de FBS (Biological industries cat no. 04-121-1A);

— 0,5 ml de Anfotericina B 2500ug/ml (Biological industries cat no. 03-029-1);

— 5 ml de sulfato de gentamicina 50mg/ml (Biological industries cat no. 03-035-1);

Medios de tratamiento:

El medio de tratamiento se basé en el medio de cultivo complementado con 5 % de manitol (Sigma cat no.
M4125-500G). El medio se filtré en un filtro de 0,2 um después de afadir el manitol.

Materiales adicionales:

— Tripsina EDTA (Biological industries cat no. 03-052-1B);

—  Frascos de cultivo de 75cm? (Nunc cat no. 178905);

—  Frascos de cultivo de 25cm? (Nunc cat no. 136196);

— 20 mg/ml de dTCApF en manitol (utilizar alicuotas, evitar el ciclo repetido de congelacidon-descongelacion);

— se utilizaron lineas celulares de cancer de ovario humano OV90: OV90 normal (coleccion de cultivos de tipo
americano, ATCC) y T1/ST2 KO OV90 (fabricado por los inventores);

Materiales para ICC:

— Portaobjetos: Sistema de portaobjetos de camara Nunc™ Lab-Tek™ Il (154534 Nunc);

— Tampon de lavado: PBS (02-023-5A Industrias Bioldgicas);

—  Solucion de fijacion: Formaldehido al 3% (252549 Sigma) en PBS;

—  Solucion de permeabilizacion: 0,25% de Triton X-100 (0694 Amresco) en PBS;

— Tampon de bloqueo: 1 % BSA (A7906 Sigma), 22,52 mg/ml de glicina (G8898-500G Sigma) en PBS con 0,1 %
de Tween-20 (0777 Amresco);

—  Tampon de anticuerpos: 1 % BSA (A7906 Sigma) en PBS con 0,1 % Tween-20 (0777 Amresco);
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— Anticuerpos primarios: anti-58k marcador de Golgi (ab27043) diluido 1:500, anti-B-COP (ab6323) diluido 1:250,
anti-GRP78 BiP (ab21685) diluido 1:1.000 (los anticuerpos se adquirieron en Abcam);

— Anticuerpo secundario: Para el marcador de Golgi 58k y B-COP: ZytoChem Plus (HRP) Polimero anti-conejo
(ZUC032-006). Para BIP: ZytoChem Plus (HRP) Polimero anti-ratén (ZUC050-006);

— DAB (tetrahidrocloruro de 3,3'-diaminobencidina, D3939 Sigma);

— Medio de montaje acuoso (ab 128982 Abcam).

Crecimiento del cultivo celular

Las células OV90 y OV90 ST2 KO se cultivaron en frascos en una incubadora a 37 °C, 5 % deCO.y 100 % de
humedad hasta alcanzar una densidad del 70-80 %. El medio se vacié de los frascos con una pipeta. A continuacion,
se afiadieron 4 ml de tripsina EDTA a cada frasco y se colocaron los frascos en la incubadora durante unos minutos
hasta que la mayoria de las células se desprendieron de los frascos. Se evit6é golpear los matraces para aumentar el
desprendimiento de las células. A continuacién, se anadié medio (10 ml) a los matraces y los cultivos en medio y
tripsina se dividieron en 2 matraces, a cada uno de los cuales se afiadieron 15 ml de medio fresco. Las células se
incubaron 2-3 dias para que crecieran hasta alcanzar 70-80 % y se repitid el procedimiento de paso segun fuera
necesario.

Tratamiento celular

Los cultivos celulares crecidos como se ha detallado anteriormente en medio y tripsina se transfirieron a tubos conicos
de 50 ml y los tubos se centrifugaron a 300 g durante 10min a 4 °C. Luego se descartd el sobrenadante y se afiadieron
15 ml de medio fresco a la pella de células, para fluidificar la pella. Se contaron las células y se sembraron a 10.000
células/pocillo en un portaobjetos de camara en 1 ml de medio de cultivo. Los portaobjetos de la camara se colocaron
en reposo en la campana durante 1 hora y luego se transfirieron a la incubadora, durante toda la noche. Al dia siguiente
se preparé el medio de tratamiento celular con 50 pg/ml de dTCApF. Las células se trataron aspirando y desechando
el medio de los portaobjetos y afiadiendo 0,5 ml de medio de tratamiento celular con dTCApF (o control) a cada pocillo
y se incubaron durante 48 horas en la incubadora. Después de este periodo, se afiadié una dosis adicional de medio
de tratamiento que contenia dTCApF a los pocillos de células tratadas y se recogieron las células después de otras
24 horas de incubacion.

Inmunocitoquimica

Las células tratadas como se ha detallado anteriormente se sometieron al siguiente protocolo ICC. Una vez
completado el periodo de incubacion, se aspir6é el medio y se lavaron las células llenando cada pocillo con tampén de
lavado. A continuacion, se descarté el tampon y se afiadieron 300 pl de solucion de fijaciéon a cada pocillo. Las células
se incubaron a TA durante 15 minutos. A continuacion, se desechdé la solucion de fijacién y los pocillos se enjuagaron
brevemente dos veces. A continuacién, se anadieron 300 pl de solucién de permeabilizacion a cada pocillo y se
incubaron las células a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se descartd la soluciéon de permeabilizacion y se
lavaron los pocillos 3 veces, 5 minutos por cada lavado. Se afadié tampén de bloqueo (1 ml) a cada pocillo y las
células se incubaron a TA durante 1 hora. Antes de finalizar el tiempo de incubacion, los anticuerpos primarios
detallados anteriormente se diluyeron en tampén de dilucion de anticuerpos. A continuacion, se descarto el tampon
de bloqueo de los pocillos y se afiadieron 120ul de anticuerpo primario a cada pocillo. A continuacion, se cubrieron las
células con Parafilm (o cinta adhesiva) y se incubaron durante la noche a 4 °C.

Al dia siguiente, se descart6 el anticuerpo primario y se lavaron los pocillos tres veces con tampon de lavado, 5 minutos
por cada lavado. A continuacion, se afiadio el anticuerpo secundario a cada pocillo (1-2 gotas) y se incubaron los
pocillos de células a TA durante 30 minutos. A continuacion, se lavaron los pocillos 3 veces con tampoén de lavado, 5
minutos por cada lavado. El sustrato DAB (recién preparado vy filtrado en un filiro de 0,2 um) se afiadioé a cada pocillo
(1-2 gotas) y los pocillos de células se incubaron de 5 a 15 minutos mientras se comprobaba el desarrollo. Los pocillos
de células se lavaron con PBS durante 5 minutos. A continuacion, se retiraron los pocillos del portaobjetos y se secé
el portaobjetos al aire. Se afiadié medio de montaje y se coloco el portaobjetos en un cubreobjetos. La visualizacion
se realizé con un microscopio de luz.

Ensayo de incorporacion de BrdU en presencia de Taxol o dTCApF

Se trataron células de cancer de pancreas humano (BxPC3) y células de cancer de ovario humano (OV90) con
dTCApF o Taxol durante 24 horas en presencia de BrdU, como se detalla a continuacion.

Las células se colocaron a 2.000 células/pocillo en el centro de una placa de 96 pocillos con 100 yl de DMEM (life
science 41965-039) y 10 % de suero fetal de ternera (FBS, Biological industries 14-127-1A) durante 24 horas en una
incubadora a 37°C con 5 % de COa. A continuacién, se sustituy6 el medio por 200 ul de DMEM con 2,5 % de FBS y
Taxol (sigma T7402) a una concentracion final de 2 nM 0 4 nM en DMSO o dTCApF (nextar ISK353-01 lote 351-
01/1,68) a una concentracion final de 25 pg/ml en DMSO. El medio de las células de control se sustituyé por DMEM y
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FBS, como se ha indicado anteriormente. La concentracién maxima de DMSO en los pocillos de células fue inferior al
0,5 %. Se utilizaron cuatro pocillos para cada concentracion.

Las células tratadas con Taxol y dTCApF, asi como las células de control, se incubaron ademas durante 24 horas en
presencia de BrdU de la siguiente manera: Se afadieron 20 ul de reactivo BrdU (diluido 1:100 en DMEM suplementado
con 2,5 % de FBS) a las células y la placa se incubd 24 horas en una incubadora a 37° con 5 % de CO.. El ELISA de
BrdU se realiz6 de acuerdo con el protocolo del kit (Millipore #2752).

Ensayo de incorporacion de BrdU en presencia de Taxol y dTCApF

Se trataron células de cancer de pancreas humano (BxPC3) y células de cancer de ovario humano (OV90) con
dTCApF y Taxol durante 24 horas en presencia de BrdU, como se detalla a continuacion.

Las células se colocaron a 2000 células/pocillo en el centro de una placa de 96 pocillos con 100 ul de DMEM y 10 %
de FBS durante 24 horas en una incubadora a 37 °C con 5 % de COa. A continuacion, se sustituyd el medio por 200
pl de DMEM con 2,5 % de FBS y dTCApF a una concentracion final de 25 pg/ml (nextar ISK353-01 lote 351-01/1,68)
en DMSO. La concentracion maxima de DMSO en los pocillos de células fue inferior al 0,5 %. Se utilizaron cuatro
pocillos para cada concentracion. A continuacion, se afiadié Taxol a una concentracion final de 2 nM o0 4 nM (en 5 pl
de DMEM suplementado con 2,5 % de FBS) a las células que contenian dTCApF vy las células tratadas se incubaron
ademas durante 24 horas en presencia de BrdU como se indica a continuacion: Se afiadieron 20 pl de reactivo BrdU
diluido 1:100 en DMEM suplementado con 2,5 % de FBS a las células 24 horas antes del final del experimento. Por
ultimo, se realizo el ELISA de BrdU de acuerdo con el protocolo del kit (Millipore #2752).

Ejemplo 1

El péptido dTCApF aumenta la tensién del reticulo endoplasmico (RE) en las células cancerosas

Como se ha indicado anteriormente, se identificod un péptido denominado "T101" que esta codificado por un ADNc
exclusivo del timo humano y se informé que, entre otras cosas, reduce el tamafio del tumor canceroso. Ademas, se
ha informado de que un derivado peptidico de T101, denominado en el presente documento dTCApF (o "Nerofe"),
disminuye la secrecion de proteinas que se sabe que estan asociadas a la metastasis del cancer por parte de las
células cancerosas e inhibe directamente la migracion de las células cancerosas in vitro (16).

Como se ha descrito anteriormente, actualmente se esta realizando un ensayo clinico con el péptido dTCApF. Este
péptido tiene la secuencia de aminoacidos todo D de Trp Trp Thr Phe Phe Leu Pro Ser Thr Leu Trp Glu Arg Lys, como
se denota en la SEQ ID NO: 1 y se preparé como se ha descrito anteriormente.

El péptido dTCApF se administro a pacientes con cancer como se ha descrito anteriormente (Tabla 1) en el régimen
de dosificacion indicado, por via intravenosa (iv), 3 veces por semana.

Para investigar el efecto del péptido dTCApF en las células cancerosas, se tomaron biopsias de un paciente con tumor
en la médula espinal tratado durante 11 meses con dTCApF bajo el régimen descrito anteriormente. Se obtuvieron
biopsias de tejido del paciente antes del tratamiento y después de 11 meses de tratamiento y se tifieron con un
anticuerpo anti-BiP para detectar el nivel de BiP, un marcador de tension del reticulo endoplasmico (RE).

Como se ha detallado anteriormente, la proteina inmunoglobulina de unién (BiP), también conocida como GRP78,
actua como una chaperona molecular en el RE y su sintesis estda marcadamente inducida bajo condiciones que
conducen a la acumulacion de polipéptidos desplegados en el RE.

Como se muestra en la Figura 2, se observd una clara diferencia en el nivel de BiP en una biopsia obtenida del paciente
antes de iniciar el tratamiento (Figura 2A) y después de 11 meses de tratamiento (Figura 2B), lo que demuestra que
el péptido dTCApF aumento la tensién del RE en los tumores obtenidos de un paciente con céncer de la médula
espinal.

Ejemplo 2

Un aumento en el nivel del marcador ER BiP se correlaciona con una reduccion del tamaino del tumor

Como se detalla en el Ejemplo 1 anterior, se demostro que el péptido dTCApF aumenta la tension del RE en las células
tumorales obtenidas de pacientes sometidos a terapia con este péptido, con base en el aumento observado del nivel
de BiP. Sorprendentemente, el aumento de la BiP del marcador de tensién del RE se encontrd en una alta correlacion
con una inhibicién del crecimiento del tumor en los pacientes tratados, como se detalla a continuacion.

Se determiné el nivel de BiP en el plasma de los pacientes con cancer que participaban en el estudio clinico con el
péptido dTCApF realizado como se ha detallado anteriormente el dia 1 (antes de la primera administracion de dTCApF)
y el dia 29 de tratamiento con dTCApF. El nivel plasmatico de BiP obtenido para un paciente con cancer el dia 1 del
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tratamiento (el nivel "de referencia") se restd entonces del nivel plasmatico de BiP obtenido para el mismo paciente
con cancer el dia 29 del tratamiento.

Paralelamente, se evalué el tamafo del tumor de los pacientes con cancer participantes mediante una tomografia
computarizada (TC), como se ha descrito anteriormente, el dia 1 (o justo antes de iniciar el tratamiento) y el ultimo dia
de tratamiento. A continuacion, se calcul6 la diferencia de tamafio del tumor (también denominada en el presente
documento "cambio tumoral") como se ha descrito anteriormente. Brevemente, el "cambio tumoral" es una medida de
la diferencia en el tamafio del tumor obtenida tras el tratamiento con dTCApF entre el primer dia de tratamiento (dia
1) y el ultimo dia de tratamiento (la duracién del tratamiento se determiné con base en criterios como los mencionados
anteriormente).

En total, se seleccionaron 39 pacientes, de los cuales 17 se inscribieron y completaron el estudio. La mayoria de los
pacientes (64 %) eran varones, y la edad media (intervalo) era de 65 (51-94) afios. Casi la mitad de los pacientes (47
%) tenia cancer colorrectal (CCR) y aproximadamente una cuarta parte (29 %) tenia cancer de pancreas. Todos los
pacientes, excepto uno, recibieron varias lineas de tratamiento anticanceroso (por ejemplo, quimioterapia,
radioterapia, terapia biolégica) antes de inscribirse (Tabla 1). Los pacientes recibieron de 1 a 3 ciclos de dosis
escaladas de dTCApF (6 mg/m?, 12 mg/m?, 24 mg/m?, 48 mg/m?, y 96 mg/m?2), como se detalla en la Figura 1.

Como se indicé anteriormente, los niveles séricos de la proteina GRP78/BiP (como biomarcador de tensién del RE)
se midieron antes de iniciar el tratamiento con dTCApF y después de 29 dias de tratamiento, como se indico
anteriormente. Se encontrd una correlacion estadisticamente significativa entre las dosis administradas de dTCApF y
el cambio en los niveles séricos de GRP78/BiP (P < 0,05), como se demuestra en la Figura 3, asi como entre los
cambios en el tamafo del tumor y los cambios en los niveles séricos de GRP78/BiP (P < 0,002) (Figura 4), lo que
sugiere que los dTCApF indujeron tensién de RE.

Como se muestra en la Figura 4, hubo una correlacion lineal (negativa) entre el cambio en el nivel de BiP y el cambio
en el tamano del tumor, es decir, un aumento en el nivel de BiP se correlaciond con la inhibicién completa del
crecimiento del tumor. Estos resultados demuestran que el dTCApF actua, entre otras cosas, incrementando la
tension del RE en las células cancerosas y, sin querer ser ajeno a la teoria, a través de la alteracion del complejo de
Golgi, lo que conduce a la muerte de las células cancerosas.

Los niveles séricos de BiP en los pacientes que participaron en el ensayo clinico, determinados en los dias 1 y 29 del
tratamiento descrito anteriormente, se presentan en la Tabla 6 a continuacion.

Tabla 6. Niveles séricos de BiP en los pacientes participantes en el ensayo clinico

Paciente Cohorte Ciclo Dia ng/ml BiP DevEst. (log)
002 1 1 1 21,30 0,06
002 1 1 29 26,94 2,74
006 2 1 1 9,85 6,75
006 2 1 29 38,91 3,00
007 2 1 1 51,03 2,77
007 2 1 29 38,68 0,64
011 2 1 1 45,78 1,01
011 2 1 29 23,89 0,44
012 3 1 1 13,81 0,55
012 3 1 29 21,17 0,23
013 3 1 1 48,33 0,31
013 3 1 29 26,94 3,55
015 3 1 1 56,53 2,25
015 3 1 29 46,62 1,16
017 4 1 1 86,18 0,24
017 4 1 29 27,94 0,15
022 5 1 1 22,90 0,15
022 5 1 29 48,62 1,25
023 5 1 1 20,67 0,65
023 5 1 29 39,86 0,11
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(continuacion)

Paciente Cohorte Ciclo Dia ng/ml BiP DevEst. (log)
035 5 1 1 38,44 0,46
035 5 1 29 169,21 0,47

Curiosamente, como se indica en la Tabla 3 anterior, el tratamiento con dTCApF a una dosis de 6 mg/m? condujo a
un aumento de los niveles séricos de angiopoyetina-1, FGF-1, FGF-2, PDGF-AA, PDGF-BB, VEGF-D, TGF-8 y VEGF.
Sin embargo, a dosis de 12-48 mg/m?, se observo una disminucion de los niveles séricos de estos factores, y a 96
mg/m?, se observo un aumento de todos los factores excepto del VEGF-D. Ademas, los niveles séricos de todas las
citocinas anticancerigenas, tales como GM-CSF, IL2, IL-12p70, IL-21 y TNF-a, aumentaron con la administracion de
dTCApF en todos los niveles de dosis.

Para explorar el modo de actividad (MOA) de los dTCApF, los pacientes fueron examinados por su estado T1/ST2. Se
observo que los pacientes cuyos tumores eran positivos a T1/ST2 (como se determiné por IHC) permanecieron en el
ensayo mas tiempo que aquellos cuyos tumores eran negativos a T1/ST2, como se demuestra en la Figura 5, y
experimentaron una enfermedad estable (SD) durante el tratamiento con dTCApF.

El receptor T1/ST2 (también referido en el presente documento como "ST2" y "ST2/T1") es un miembro de la
superfamilia de receptores de interleucina 1 (IL-1R). Como se sabe en la técnica, los miembros de la superfamilia de
receptores de interleucina-1 (IL-1R) se caracterizan por tener dominios extracelulares similares a la inmunoglobulina
y un dominio intracelular Toll/Interleucina-1R (TIR). Los miembros de esta familia desempefian un importante papel
en la defensa del huésped, las lesiones y la tensién. Se ha informado previamente de que el péptido T101 del timo,
del que se derivé el péptido dTCApF, puede servir como ligando del receptor T1/ST2 (13-15).

Por lo tanto, se volvieron a analizar los niveles de BiP (es decir, los cambios en el tamafo del tumor frente a la dosis
de dTCApF administrada) para cada una de las poblaciones (pacientes positivos a T1/ST2 y pacientes positivos a
T1/ST2). Los resultados se presentan graficamente en la Figura 6.

Como se muestra en la Figura 6, en la que se separaron los canceres positivos a ST2 y negativos a ST2, la correlaciéon
del nivel del marcador BiP con el cambio del tumor en las células cancerosas que eran positivas a ST2 dio como
resultado un valor R de -0,98 y en las células cancerosas que eran negativas a ST2 dio como resultado un valor R de
-0,83. El valor p del grafico positivo del ST2 no es éptimo debido al pequefio conjunto de datos.

Sin querer estar limitado por la teoria, esta diferencia indica que la mayor abundancia del receptor ST2 en las células
positivas a ST2 facilita la entrada del péptido dTCApF en estas células, por lo que presumiblemente se requieren dosis
mas bajas del péptido.

Cabe destacar que incluso en las células definidas como "negativas a ST2" existe un amplio receptor ST2 para
incorporar el péptido dTCApF en las células, aunque en menor abundancia que en el caso de las células positivas a
ST2.

Los resultados presentados anteriormente indican que la BiP del marcador de tension del RE puede ser utilizada como
un marcador de la eficiencia del péptido dTCApF en la inhibicién del crecimiento del tumor en pacientes con cancer
tratados con este péptido. Dado que el efecto es visible ya en el primer mes de tratamiento, la determinacion del nivel
de BiP en una fase temprana del tratamiento puede servir como prueba de evaluacién o herramienta para valorar la
eficacia del tratamiento y para ayudar a determinar los pasos posteriores del tratamiento para estos pacientes, por
ejemplo para determinar si se debe continuar el tratamiento con dTCApF.

Ejemplo 3

Seguridad y tolerabilidad del péptido dTCApF

Se analizaron diversos parametros para los pacientes que participaron en el ensayo clinico mencionado en el Ejemplo
2 anterior, incluyendo la seguridad, PKy la eficacia, como se detalla a continuacion.

Sequridad y tolerabilidad

El numero medio de ciclos de tratamiento por paciente fue de 3,2 + 1,4. No se observaron toxicidades limitantes de la
dosis (DLT) en ningun paciente hasta la cohorte 5. Los eventos adversos (AE) se resumen en la Tabla 4. Ninguno
estaba relacionado con el farmaco del estudio. La hipertension, la anemia, los vomitos, la diarrea y el dolor abdominal
fueron los AE de grado 2 mas notificados, y la hipertension fue el AE de grado 3 mas notificado. Los vomitos fueron el
unico AE de grado 4, notificado en 1 paciente. La mayoria de los AE se resolvieron por si mismos. En general, el
tratamiento con dTCApF fue bien tolerado y no hubo toxicidad acumulada. No se alcanzé la MTD.
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Farmacocinética

Los resultados de PK para el primer dia de los ciclos 1 y 2 se resumen en la Tabla 2; t12, Cmaxy AUCO se relacionaron
linealmente con la dosis. Se observaron concentraciones plasmaticas de dTCApF dependientes de la dosis (Figura
7).

Eficacia

Cinco de los 17 pacientes que fueron tratados durante 23 meses (12, 24 y 48 mg/m2) experimentaron una enfermedad
estable (SD) durante todo el periodo de tratamiento. En particular, un paciente sufria dolor y debilidad en la parte baja
de la espalda, aparentemente debido a una neoplasia medular que presionaba la médula espinal, recibia diversos
farmacos analgésicos (por ejemplo, tramadol, oxicodona/naloxona, morfina y pregabalina) y utilizaba un andador. Tras
6 meses de tratamientos (12, 24 y 48 mg/m?), la paciente mejor6 su marcha sin necesidad de ningun analgésico.

El anadlisis de la supervivencia libre de progresion (PFS) reveld que 6 pacientes experimentaron una PFS mas larga
con los dTCApF en comparacion con su régimen anterior y uno tuvo una PFS comparable a la de su régimen anterior
(estos valores de PFS se indican en la Tabla 5 arriba en letras negritas). Ademas, un paciente que no recibid
tratamientos previos pudo permanecer con el farmaco del estudio durante 330 dias (manchado positivo) (Tabla 5). Un
analisis de regresion revel6 una correlacion estadisticamente significativa entre los cambios en el tamafio del tumor y
las dosis de dTCApF administradas (Figura 8).

Ejemplo 4

El efecto del péptido dTCApPF en las células ST2 inactivas

Como se indico anteriormente, una mayor abundancia del receptor ST2 en las células positivas a ST2 puede facilitar
la entrada del péptido dTCApF en estas células. Para examinar mas a fondo el efecto de la presencia de receptores
ST2 en las células cancerosas sobre la entrada de dTCApF en las células, se prepararon células inactivas (KO) de
ST2 y se examinaron los niveles de diversas proteinas en estas células en respuesta a la administracion de dTCApF,
como se detalla a continuacién.

Las células utilizadas para la inactivacion del receptor ST2 fueron células ovaricas de mamifero OV90
(adenocarcinoma). Como se ha detallado anteriormente, las células OV90 y las células KO OV90 fueron administradas
con dTCApF y luego fueron sometidas a un ensayo de inmunocitoquimica.

Como es evidente al comparar la Figura 9A (células OV90 de control que no fueron administradas con dTCApF) con
la Figura 9B (células OV90 administradas con dTCApF), los dTCApF indujeron la destruccion completa del aparato de
Golgi, resultando en tensiéon del RE. La Figura 9B muestra que el Golgi desaparecio, y las proteinas alteradas se
acumularon en el RE, lo que a su vez conduce a la tension del RE. Estos resultados se basan en el analisis de la
proteina B-cop, que es una de las proteinas del aparato de Golgi.

En contraste con los resultados anteriores, como se demuestra en la Figura 9C (control OV90 ST2 KO, no tratado) y
en la Figura 9D (células OV90 ST2 KO administradas con el péptido) en las células OV90 ST2 KO, no se observo
ningun efecto de los dTCApF en el aparato de Golgi (las flechas sefialan el aparato de Golgi intacto).

La Figura 10 muestra la evaluacion de la expresion de BiP en OV90 y en células OV90 ST2 KO como resultado de la
administracion de dTCApF. Mientras que en las células OV90 se observa un claro reforzamiento de la tincion de BiP
debido al tratamiento con dTCApF, como se muestra al comparar la Figura 10A (sin dTCApF) con la Figura 10B (en
presencia de dTCApF), en las células OV90 ST2 KO no hay diferencias en la tincion de BiP como resultado del
tratamiento con dTCApF, como se deduce al comparar la Figura 10C y la Figura 10D. Esto significa que las células
OV90 ST2 KO no respondieron a los dTCApF y, por tanto, no se indujo a la tension del RE.

Sin querer estar limitado por la teoria, los resultados anteriores demuestran como el receptor ST2 esta relacionado
con la tension del RE en los pacientes. La mayor sensibilidad de las células positivas a ST2 a los dTCApF vy, a su vez,
los resultados anteriores, también explican la mayor diferencia en los niveles de expresion de BiP observados en las
células positivas a ST2 que se demuestran en la Figura 6.

Ejemplo 5

El efecto del péptido dTCApPF en las células normales

El péptido dTCApF se aplicd a células inmunitarias periféricas humanas sanas y sélo se produjo una muerte celular
menor, ya que aparentemente las células cancerosas son muy sensibles a la tension del RE a diferencia de las células
sanas normales (datos no mostrados). Por lo tanto, sin querer cefiirse a la teoria, el dTCApF parece afectar
selectivamente a las células cancerosas.
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Ejemplo 6

El nivel de la CRT del marcador del RE no se correlaciona con la dosis administrada del péptido dTCApF

La calreticulina (CRT) es una chaperona que se expresa bajo condiciones normales en el RE de las células y ayuda
al plegamiento de las proteinas recién sintetizadas. Ademas de los resultados presentados anteriormente, que
muestran un aumento del marcador de tension de BiP del ER como resultado del tratamiento con dTCApF, también
se examinaron los cambios en los niveles séricos de CRT en pacientes humanos tratados con dTCApF. La dosificacion
de pacientes con diferentes dosis de dTCApF (6 mg/mm? - 96 mg/mm?) indujo cambios en los niveles séricos de CRT,
sin embargo, sin ninguna correlaciéon con la dosis en la que se administré dTCApF, a diferencia de los niveles de BiP
que mostraron una correlacion lineal con la administracién de dTCApF y el tamafio del tumor, como se detalld
anteriormente.

En la Figura 11A se muestra un grafico de barras que muestra el nivel sérico de CRT al final del tratamiento con
dTCApF en pacientes con cancer que participan en el estudio clinico descrito anteriormente y en la Figura 11B se
muestra un grafico de barras que muestra el cambio en los niveles séricos de CRT en los pacientes que reciben el
tratamiento con dTCApF.

En resumen, no se observd ninguna correlacion entre la dosis de dTCApF y el nivel de CRT en suero. Los
experimentos in vitro realizados en ratones mostraron que los niveles de CRT en las células no se vieron afectados
debido al tratamiento con dTCApF, a diferencia de la BiP, cuyo nivel aumenté como resultado del tratamiento con
dTCApF (datos no mostrados).

La CRT es una chaperona cuyo nivel no aumenta en las células cuando se tratan con dTCApF, mientras que el nivel
de BiP si aumenta in vitro e in vivo tras el tratamiento con dTCApF. Aunque ambos forman parte del mecanismo de
reparacion de la tension del RE, el dTCApF aumenta selectivamente in vitro e in vivo la BiP y no influye en los niveles
de CRT. La observacion de que no se produjo ningun cambio en el nivel de CRT se correlaciona con el cambio de los
niveles séricos de BiP y el "no cambio" de CRT. Esto significa que el cambio del nivel de BiP en los pacientes se
correlaciona perfectamente con la actividad in vitro/in vivo de los dTCApF.

Ejemplo 7

El péptido dTCApPF activa las células NK

Las células asesinas naturales o "células NK" son un tipo de linfocitos citotoxicos fundamentales para el sistema
inmunitario innato. El papel de las células NK es analogo al de las células T citotdxicas en la respuesta inmunitaria
adaptativa. Entre otras funciones, las células NK proporcionan una respuesta rapida a las células infectadas por virus
y responden a la formacion de tumores.

También se examind el efecto de los dTCApF sobre las células NK humanas (CD56+CD16+, compradas a Lonza (2W-
501)). Las células NK se sembraron en medio LGM-3 (complementado con IL-2 e IL-15). Las células fueron tratadas
con dTCApF durante 24 horas y posteriormente durante 72 horas, seguido de un analisis FACS que se centré en los
antigenos CD335 y CD337 (Receptor natural desencadenante de citotoxicidad 1 y Receptor natural desencadenante
de citotoxicidad 3, respectivamente). Como se muestra en la Figura 12, los dTCApF indujeron un aumento de la
expresion de ambos receptores.

Los receptores CD335 y CD337 son importantes para la actividad de las células NK contra las células cancerosas y
las células infectadas por virus. La induccion de la actividad de las células NK también se observé durante el ensayo
clinico descrito anteriormente para el paciente 006 (que tenia una neoplasia de la médula espinal). Durante el ensayo
clinico, las biopsias de los pacientes se tifieron con anticuerpos especificos contra las células NK humanas antes de
su entrada en el ensayo clinico y después de la administracion del tratamiento. Se observé una fuerte tincion de las
células NK en las biopsias de los pacientes tras ser administrados con dTCApF (datos no mostrados).

Ejemplo 8

La combinacién de dTCApF con Taxol produce un efecto sinérgico

El efecto terapéutico beneficioso del péptido dTCApF sobre las células cancerosas dio lugar a otro estudio, en el que
se administré dTCApF a las células cancerosas en combinacion con un agente terapéutico anticanceroso adicional,
concretamente Taxol, en las condiciones descritas anteriormente.

El Taxol, también conocido como Paclitaxel, es un farmaco quimioterapéutico anticanceroso ("antineoplasico" o
"citotoxico"). El paclitaxel esta clasificado como un "alcaloide vegetal", un "taxano" y un "agente antimicrotubular"
utilizado para el tratamiento de los canceres de mama, ovario, pulmon, vejiga, prostata, melanoma y esofago, asi
como otros tipos de tumores solidos.
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El efecto de los agentes administrados se monitoriz6 mediante un ensayo de incorporacion de bromodeoxiuridina
(BrdU), utilizado para detectar la sintesis activa de ADN vy, por tanto, la proliferacién y viabilidad celular.

Se utilizaron dos tipos de células cancerosas para evaluar el efecto combinado del péptido dTCApF y Taxol, células
de cancer de ovario humano (OV90, Figura 13A) y células de cancer de pancreas humano (BxPC3, Figura 13B).

Cuando se administré Taxol solo a células de cancer de ovario humano (Figura 13A) o a células de cancer de pancreas
humano (Figura 13B) no se observé ningun efecto sobre la viabilidad celular en comparacion con las células de control
no tratadas, con base en los resultados del ensayo de incorporacion de BrdU realizado.

Ademas, como se muestra en la Figura, 13A cuando el péptido dTCApF (a 25 ug/ml) se administré solo a células de
cancer de ovario humano no se observo ningun efecto sobre la viabilidad celular en comparacion con las células de
control no tratadas.

Sin embargo, cuando el péptido dTCApF (a 25 ug/ml) se administré en combinacion con Taxol (a 2 nM) a células
humanas de cancer de ovario, se observo una disminucion de aproximadamente 50 % en la incorporacion de BrdU
(Figura 13A). Este efecto se vio potenciado por una combinacién de dTCApF (a 25 pg/ml) con Taxol a una
concentracion de 4 nM, para la que no se observé incorporacion de BrdU.

Ademas, como se muestra en la Figura, 13B cuando el péptido dTCApF (25ug/ml) se administré solo a las células de
cancer de pancreas humano, sélo se observé un efecto menor en la viabilidad celular en comparacion con las células
de control no tratadas. Sin embargo, cuando se administré dTCApF (a 25 pg/ml) en combinacién con Taxol (a 2 nM)
a células humanas de cancer de ovario, se observé una disminucion de aproximadamente 20 % en la incorporacion
de BrdU (Figura 13B). Este efecto fue mas pronunciado cuando se utilizé una combinacion de dTCApF a 25 ug/ml con
Taxol a una concentracion de 4 nM, alcanzando una reduccion de mas del 40 % en la incorporacion de BrdU.

Estos resultados sugieren un efecto sinérgico del péptido dTCApF sobre la actividad del Taxol, que por si mismo no
tenia ningun efecto sobre la proliferaciéon, permitiendo asi una reduccion de la dosis de Taxol utilizada en la
quimioterapia. Sin querer cefirse a la teoria, este efecto sinérgico puede explicarse por la induccién de la tension del
RE por parte de los dTCApF, como se ha demostrado anteriormente, que contribuye a promover la muerte celular.

LISTA DE SECUENCIAS
<110> Immune System Key Ltd.

<120> TENSION, DEL RETICULO ENDOPLASMICO COMO HERRAMIENTA DE PREQICCION EN LA
TERAPIA DEL CANCER Y UNA TERAPIA COMBINADA PARA EL TRATAMIENTO DEL CANCER

<130> 2450285

<150> US 62/291,190
<151>2016-02-04

<160> 1
<170> Patenteln version 3.5

<210>1

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido sintético llamado "dTCApF".

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (1)..(1)

<223> x es igual a D-Trp

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (2)..(2)

<223> x es igual a D-Trp

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (3)..(3)

<223> x es igual a D-Thr

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (4)..(4)

<223> x es igual a D-Phe

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (5)..(5)

<223> x es igual a D-Phe

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (6)..(6)

<223> x es igual a D-Leu

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (7)..(7)

<223> x es igual a D-Pro

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (8)..(8)

<223> x es igual a D-Ser

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (9)..(9)

<223> x es igual a D-Thr

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (10)..(10)

<223> x es igual a D-Leu

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (11)..(11)

<223> x es igual a D-Trp

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222>(12)..(12)

<223> x es igual a D-Glu

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (13)..(13)

<223> x es igual a D-Arg

<220>

<221> CARACTERISTICA MISC
<222> (14)..(14)

<223> x es igual a D-Lys
<400>1

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa

1

ES2927240T3

5

28

10



10

15

20

25

30

35

40

ES2927240T3

REIVINDICACIONES

1. Una terapia combinada que comprende un agente anticancerigeno y un péptido aislado que comprende la
secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o una sal farmacéuticamente aceptable de dicho péptido
aislado para su uso en un procedimiento de tratamiento del cancer, en el que dicho agente anticanceroso se selecciona
de Taxol y doxorrubicina.

2. La terapia combinada para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho agente anticanceroso es Taxol.

3. La terapia combinada para uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que dicho agente anticanceroso es
doxorrubicina.

4. La terapia combinada para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho
péptido aislado y dicho agente anticanceroso se administran de forma concomitante o consecutiva.

5. La terapia combinada para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicho
cancer es cancer de pancreas, cancer de ovario, neoplasia de células fusiformes de origen neural, neoplasia de células
fusiformes, cancer colorrectal metastasico, cancer de colon, cancer colorrectal, adenocarcinoma de colon, cancer
rectal, adenocarcinoma rectal, cancer de pulmén carcinoma de pulmoén de células no pequefas, neoplasia medular,
cancer de mama, cancer de piel, cancer renal, mieloma multiple, cancer de tiroides, cancer de prostata,
adenocarcinoma, cancer de cabeza y cuello, cancer gastrointestinal, cancer de estdbmago, cancer de intestino delgado,
carcinoma hepatico, cancer de higado o neoplasias del tracto genital femenino.

6. La terapia combinada para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicho
péptido aislado consiste en la secuencia de aminoacidos denotada por SEQ ID NO. 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

7. La terapia combinada para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que se
administra dicho péptido aislado o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

a) a una dosis de 5 mg/m? a 100 mg/m?, y/o

b) con una frecuencia de una, dos o tres veces por semana.

8. Un kit terapéutico que comprende:
(a) un agente anticanceroso seleccionado de Taxol y doxorrubicina; y
(b) un péptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos indicada por SEQ ID NO. 1 o una sal
farmacéuticamente aceptable de dicho péptido aislado,

9. El kit terapéutico de la reivindicacion 8, en el que dicho agente anticanceroso es Taxol.

10. El kit terapéutico de la reivindicacion 8, en el que dicho agente anticanceroso es doxorrubicina.
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